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Introduction 
The relationship between hosts and parasites is a subject of interest to different disciplines, 
including  medicine,  for  which  it  is  important  to  gain  more  insight  in  the  impact  of 
parasite‐induced  diseases  on  human  populations.  The  evolutionary  aspects  of  host‐
parasite relationships have gained much attention during the last two decades, especially 
because  parasite  evolution  is  becoming  more  costly  to  society.  For  instance,  parasite 
evolution  in  agriculture  (i.e.,  fungi  and  bacteria)  and  multi‐drug  resistant  bacteria  in 
medicine make  it essential to understand  the mechanisms underlying parasite evolution. 
Furthermore, knowledge of these mechanisms will be of prime importance when dealing 
with newly emerging  infectious diseases.  In  this  thesis, parasites are broadly defined as 
damage  producing  organisms.  Some  authors  make  a  further  distinction  between 
pathogens and parasites, whereas others consider all pathogens as parasites. Although the 
distinction between parasites and pathogens differs between the various disciplines within 
biology  and  medicine,  they  are  both  characterised  by  several  distinct  properties  that 
separate  them  from  other  damage‐causing  organisms,  such  as  predators.  These 
characteristics are  the  following:  (1)  they  live  in  intimate association  in or on  their hosts; 
(2) they are associated with their hosts for a major part of their life; (3) they derive all or 
almost all of their food from one host; and (4) they die if their host dies before the stage to 
which the parasite is adapted to leave its host.  
 
Coevolution between host and parasite 
One of the most challenging evolutionary aspects of host‐parasite relationships is to study 
(the potential  for) coevolution between hosts and parasites. The nature of coevolution  is 
described  by  the  Red  Queen  hypothesis,  introduced  by  Van  Valen  (1973)  in 
macroevolution to explain extinction of species at a constant rate. The Red Queen takes her 
name from the story “Through the looking glass” by Lewis Carroll. In this story, the Red 
Queen explains to Alice: “now here you see it takes all the running you can do to stay in 
the  same  place”.  The  Red  Queen  is  all  about  coevolution:  the  process  of  reciprocal, 
adaptive genetic changes in two or more species, which can occur between any interacting 
species: prey  and predators, plants  and  herbivores,  resource  competitors  or mutualists. 
This  process,  however,  is  expected  to  be  particularly  important  in  host‐parasite 
relationships, because  of  the  intimate nature  of  the  association  and  the  strong  selection 
pressure that each can exert on the other (Thompson 1994). Parasites impose selection on 
their  hosts, which  in  turn  impose  selection  on  their  infective  parasites.  This  reciprocal 
selection may result in rapid antagonistic coevolution, where changes in gene frequencies 
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as  a  result  of  selection  acting  on  one  population  create  selection  for  changes  in  gene 
frequencies  in  the  other  population(s).  Antagonistic  coevolution  between  hosts  and 
parasites  specifically  involves  evolution  of  host  resistance  and  parasite  infectivity.  Bell 
(1982) used the Red Queen metaphor to describe interactions between hosts and parasites, 
in  which  parasites  preferentially  seem  to  infect  the  most  common  host  genotypes, 
resulting in frequency dependent selection. This frequency dependent selection can lead to 
oscillations in genotype frequencies of both host and parasite. Such oscillations are called 
Red  Queen  dynamics,  since  both  host  and  parasite  are  ‘running’  as  fast  as  they  can 
without getting ahead of each other. 
Antagonistic  coevolution  is  assumed  to operate  in many host‐parasite  relationships. 
However, direct evidence for the occurrence of coevolution between hosts and parasites is 
limited, especially from natural populations. Demonstrating the occurrence of coevolution 
requires evidence of changes  in both host and parasite genotype  frequencies  in the field. 
What  is  needed  is  evidence  for  reciprocal  selection  in  both  host  and  parasite;  it  is 
insufficient  to  show  just  change  in  the  host  population  (Woolhouse  et  al.  2002).  The 
problem in demonstrating coevolution is the length of the timescales involved. Sometimes 
spatial  studies  are  used  as  an  alternative  to  temporal  studies  and  are  based  on  the 
assumption that spatial subpopulations are at different stages of a coevolutionary process, 
so that spatial variation can be used to infer temporal variation. Thus, it proofs to be very 
difficult to demonstrate coevolution directly.  
 
The potential for coevolution 
Coevolution cannot proceed without certain necessary preconditions. Finding evidence for 
these  preconditions  in  nature  provides  support  for  potential  of  the  occurrence  of 
coevolution. In host‐parasite relationships, the first precondition requires the presence of 
clear reciprocal fitness costs between host and parasite. In other words, the parasite has to 
inflict  damage  to  the  host  and  the  parasite  has  to  depend  on  its  host  for  survival  and 
reproduction. The second precondition for the occurrence of coevolution is the existence of 
genetic variation  for parasite  infectivity and host  resistance, on which  selection  can act. 
Finally, the third precondition for coevolution to occur  is that reciprocal host genotype x 
parasite  genotype  interactions  need  to  be  operating.  This  means  that  the  degree  of 
infectivity of a certain parasite genotype has to depend on the host genotype it encounters, 
and vice versa, the degree of host resistance has to depend on which parasite attempts to 
infect  the  host.  Universally  infective  parasites  or  universally  resistant  hosts would  be 
prohibitive to ongoing coevolution and should not be present. 
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Local adaptation 
Other  than  the  necessary preconditions  for  coevolution,  looking  for  local  adaptation  of 
parasites  (or  hosts)  also  provides  strong  but  indirect  evidence  for  the  occurrence  of 
coevolution.  The  rationale  behind  the  process  of  local  adaptation  is  that,  according  to 
conventional wisdom, parasites with their relatively short life cycles and large population 
sizes  evolve  faster  than  their hosts  and  are  therefore  ahead  in  the  coevolutionary  arms 
race, quickly overcoming new host resistance.  
This process may lead to adaptation of parasites to common host genotypes (Lively & 
Dybdahl  2000). Kaltz &  Shykoff  (1998) make  a distinction between  the process  and  the 
pattern of  local  adaptation. The process of  local  adaptation  (comparing mean  fitness  of 
parasites before and after a selective response within their host populations) may translate 
into a geographical pattern of local adaptation (comparing the fitness of parasites on local 
and  foreign host populations). However, since coevolution only occurs  in sympatry one 
might  argue  that  the  fitness  of  parasites  on  foreign  host  genotypes  is  entirely 
unpredictable.  Thus,  local  adaptation  of  parasites  may  be  absent,  depending  on  the 
allopatric hosts compared.  
A pattern of local adaptation emerges as a consequence of local populations occupying 
different positions  in  their coevolutionary oscillations, even when populations  share  the 
same alleles. If populations have unique alleles for resistance or infectivity, the pattern of 
local  adaptation  should  be  more  evident.  By  chance,  different  populations  will  be  in 
different  phases  of  their  cycles,  so  that  patterns  of  local  adaptation  vary  among 
populations. Moreover,  occasionally more  suitable  allopatric  hosts may  occur  even  for 
locally adapted parasites. Therefore, Kaltz & Shykof (1998) argued that populations are by 
necessity the unit of observation and replication is required on two levels: (1) fitness of a 
parasite  on  its  local  population  must  be  compared  to  several  foreign  populations  to 
account  for  variation  in  suitability  among  different  foreign  host  populations;  and  (2) 
replication of  sympatric  combinations of host  and parasite  is needed  to  account  for  the 
temporal variation of host‐parasite dynamics within populations. Ebert & Hamilton (1996) 
conclude that on average parasites cause most harm in host populations to which they are 
adapted. Indirect evidence for coevolution may be found in local adaptation of a parasite 
to  its  sympatric  host population. However,  local  adaptation may  not  always  occur,  for 
instance when virulence (defined here as damage done to the host by association with the 
parasite)  is  low or migration rates are high (Thompson 1992, Gandon 1996, Lively 1999). 
Local  adaptation  may  be  consistent  with  predictions  of  coevolutionary  theory,  but 
constitutes only indirect evidence. 
13 
Chapter 1 
Outline of this thesis 
The main objective of  this PhD project was  to obtain a better  insight  in  the evolutionary 
ecology  of  the  host‐parasite  relationship  between  the  freshwater  diatom  Asterionella 
formosa  and  its  obligatory  host‐specific parasite Zygorhizidium  planktonicum. We  tried  to 
gain more insight in the preconditions described earlier for the occurrence of coevolution 
within  this  relationship  (see  section  on  the  potential  for  coevolution).  In  addition, we 
investigated  if  the  parasite  Z.  planktonicum  is  locally  adapted,  and  whether  genetic 
variation  for  resistance and  susceptibility within A.  formosa host populations affects  this 
adaptation.  
In Chapter 2, we  review  the use of molecular  techniques  in phytoplankton  studies. We 
gained  a  better  insight  in  the  strengths  and  weaknesses  of  the  different  molecular 
techniques,  which  are  nowadays  available  to  ecological  and  evolutionary  biologists. 
Background information and the rationale behind the application of the various molecular 
techniques used in this thesis can be found in this chapter.  
Chapter  3,  referred  to  as  ‘The battle’,  contains  a  review on phytoplankton parasites, 
with  special  emphasise  on  previous work  on  the  host‐parasite  relationship  between A. 
formosa and its fungal parasites. This review provides an insight in phytoplankton parasite 
taxonomy  (parasite  descriptions  and  phylogenetic  relationships),  epidemiology 
(environmental  factors  affecting  epidemic  development),  and  population  dynamics  of 
phytoplankton  parasites  and  their  hosts.  The  review  concludes  with  a  paragraph  on 
coevolution between phytoplankton parasites and their hosts. The required preconditions 
for coevolution, especially the first precondition (the clear reciprocal fitness costs between 
A. formosa and Z. planktonicum), are discussed for our host‐parasite system. 
Chapters 4 & 5 are combined in the next part of this thesis, referred to as ‘Tactics of the 
host’.  Chapter  4,  primarily  focused  on  the  second  precondition  for  the  potential  of 
coevolution, which  is  the  existence  of genetic variation  for parasite  infectivity  and host 
resistance, on which selection can act. In Chapter 5, we  investigate  if the  level of genetic 
variation within  A.  formosa  populations  can  be  attributed  to  recombination  via  sexual 
reproduction. This would provide a mechanism  for  the host A.  formosa by which  it  can 
(temporarily) mitigate  the  selection pressure  invoked by  the parasite Z. planktonicum, as 
described  in  the  Red  Queen  hypothesis.  In  section  ‘Tactics of the parasite’,  containing 
Chapters 6 & 7, we discuss  the evolutionary potential of parasites  to adapt  to new host 
environments. Chapter 6 focused on the potential of the fungal parasite Z. planktonicum to 
adapt to new host genotypes of A. formosa. The aim of this study was to investigate ‐ using 
an  experimental  evolutionary  approach  ‐  if  parasite  adaptation  is  hindered  by  genetic 
14 
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variation  for  susceptibility  and  resistance  within  host  populations.  In  Chapter  7,  we 
investigate  if  the  parasite  Z.  planktonicum  is  locally  adapted  to  host  populations  of  A. 
formosa. We  tested  the  fitness of  the parasite on  sympatric  (local)  and  allopatric  (novel) 
host populations.  
The final part of this thesis,  ‘The battle continues’,  includes Chapter 8, where we combine 
our  findings  of  the  subsequent  chapters  and  try  to  give  an  overview  of  the  insights 
obtained  from our  studies on  this host‐parasite  relationship. Based on our  findings, we 
discuss the potential for a coevolutionary arms race within this host‐parasite system, and 
give an outlook on possible future investigations. 
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Abstract 
Molecular techniques have become a valuable tool in phytoplankton studies over the past 
decades. The appropriate choice of a technique from an increasing array of methods can be 
rather  complex,  because  different  techniques  are  suitable  for  different  questions  or 
problems  in  ecology  and  evolution.  Each  technique  has  its  particular  strengths  and 
weaknesses  and  is based upon different  (theoretical)  assumptions. Our aim  is  to give a 
better  insight  in  the  (correct)  use  of  various  molecular  techniques  in  phytoplankton 
research, with  special  emphasis  on  the  fields  of  strain  identification,  differentiation  of 
populations  and  the  establishment  of phylogenetic  relationships. The  basic  steps  in  the 
development of molecular  techniques  like allozyme electrophoresis, RFLP, DGGE, SSCP, 
RAPD,  AFLP  and  Microsatellites,  and  the  application  of  these  techniques  in 
phytoplankton  research  are  discussed.  Furthermore,  recent  developments  in molecular 
biology, that have so far only found limited application in phytoplankton studies, such as 
single‐cell  PCR,  PCR  assays  combined  with  molecular  probes  (Heteroduplex  Mobility 
Assays  or  DNA  arrays),  Real‐time  PCR,  complete  genome  sequencing,  multi‐gene 
expression  studies using microarrays,  and Single Nucleotide Polymorphism  (SNPs), are 
discussed.  We emphasise the relevance of fundamental and applied molecular studies on 
phytoplankton for a wider community of ecologists and evolutionary biologists. 
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Introduction  
Molecular techniques are used increasingly to study evolutionary and ecological questions 
in  phytoplankton.  The  application  of molecular  techniques  in  phycology  started  in  the 
1970’s.  Evolutionary  questions  mainly  focussed  on  phylogenetic  relationships  among 
species and the taxonomical  implications of those (Klein et al. 1973; Wilmotte et al. 1992; 
Neilan et al. 1994; Melkonian & Surek 1995; Bucheim et al. 1996; Rudi et al. 1997; An et al. 
1999; Robertson  et  al.  2001;  Iteman  et  al.  2002).  Thus,  the  taxonomical  identification  of 
species or strains using molecular  techniques provided a new  type of data  that could be 
used to reconstruct or verify the classification based on morphological and physiological 
characters (Murphy & Guillard 1976; Stulp & Stam 1984; Bucheim et al. 1990; Medlin et al. 
1993, 1996; Neilan et al. 1997a,b; Otsuka et al. 1998, 1999; Edvardsen et al. 2000; Litvaitis 
2002; Lundholm et al. 2002).  
Ecological  studies  of phytoplankton  applied molecular  tools  to  investigate  (genetic) 
biodiversity  in  phytoplankton populations  (Van Hannen  et  al.  1998,  1999; Larsen  et  al. 
2001),  to  identify  and  screen  phytoplankton  populations  on  presence  of phytoplankton 
parasites (Wilson et al. 1993; Chen & Suttle 1995; Chen et al. 1996), the ability to produce 
toxins  or  some  other  physiological  trait  (Chinain  et  al.  1997;  Tillett  et  al.  2000,  2001; 
Dittmann  et  al.  2001; Kaebernick  et  al.  2002). Molecular biology nowadays provides  an 
array of valuable tools to the phycologist, who wants to study genetic relationships at the 
strain, population or higher taxonomic level. However, the application of molecular tools 
to particular research questions is not straightforward, given the large number of available 
techniques. Each molecular  technique  is  based  on  a  number  of  theoretical  assumptions 
such as the homology criterion, marker  independence, and Hardy‐Weinberg equilibrium 
of populations. Furthermore, different techniques have their own particular strengths and 
weaknesses in more methodological aspects like resolution, costs, and technical expertise. 
The  ability  to  reveal  genetic  markers  for  particular  traits  also  differs  between  the 
various  techniques. In addition, species differ  in  their genetic variation at particular  loci. 
Hence, a technique that reveals polymorphisms in one species will not necessarily reveal 
the same level of polymorphism in another species.  
In  this paper, we give an overview of  the molecular  techniques  that are widely used  in 
phytoplankton  studies.  We  discuss  the  strengths  and  weaknesses  of  these  molecular 
techniques for application in ecological and evolutionary questions. In addition, we briefly 
describe  some of  the  latest developments  in molecular biology, which  so  far have only 
sparsely been applied in phytoplankton studies, but seem very promising. The molecular 
techniques used in phycology do not differ from those in other disciplines of biology, and 
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a review of molecular studies in phytoplankton research is not especially interesting from 
this point of view.  
However, phytoplankton species are attractive model organisms  to study ecological and 
evolutionary questions. Phytoplankton  is  composed  of both prokaryotic  (cyanobacteria) 
and eukaryotic (green algae, diatoms, dinoflagellates etc.) organisms, and almost all have 
relatively  short  generation  times  and  can  be  maintained  at  large  population  sizes, 
facilitating an experimental approach  in ecology and evolution  (e.g. Reynolds 1997; Bell 
1997). Moreover, meaningful applied research is carried out in abundance, particularly on 
the  development  of  so‐called  harmful  algal  blooms  in  both  freshwaters  and  marine 
ecosystems (e.g., Carmichael 2001). Strains of, for instance, toxin producing phytoplankton 
species have been  identified by various molecular techniques (Rudi et al 1998; Oldach et 
al. 2000; Bowers et al. 2000, 2001; Baker et al. 2001; Coyne et al. 2001). Molecular tools have 
proven  indispensable  in  both  fundamental  and  applied phytoplankton  studies,  and we 
will discuss examples of both in our text.  
 
Molecular studies in phytoplankton: an historic overview 
The molecular techniques we are going to describe differ in their resolution, methodology 
and  costs. Basic  steps  in  the protocols of  the various  techniques  that are presently used 
most widely in phytoplankton studies can be found in Figure 2.1.   The techniques RFLP, 
PCR‐RFLP or CAPS, AFLP and Microsatellites require digestion of DNA with restriction 
enzymes as a first step. The techniques RAPD, DGGE, and SSCP do not require this step 
and DNA can be directly used as a template for PCR reactions.  
 
Allozyme electrophoresis 
The first molecular technique that became available for genetic research of phytoplankton 
was allozyme (or isozyme) electrophoresis. Enzymes are proteins that can be separated on 
a gel based on their charge, size, and shape. They can be classified into a general category 
of  isozymes  and  a more  specific  set  called  allozymes.  Isozymes  are different molecular 
forms of an enzyme that are encoded by different loci, and allozymes are molecular forms 
of an enzyme that are encoded by different alleles at a specific gene locus (Baker 2000).  
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Early molecular  studies on phytoplankton  relied on allozyme  electrophoresis  to  resolve 
taxonomical  difficulties  ‐  resulting  from  insufficient  morphological  resolution  ‐  at  the 
species or strain level.  
In  cyanobacteria,  for  instance,  allozyme  electrophoresis  was  used  to  study  isozyme 
patterns  from  thirteen Oscillatoriaceae  strains  (Klein  et  al.  1973).  Based  on  their  similar 
banding  patterns,  the  strains  Phormidium  ectocarpi  PCC  7375  and  P.  persicinum  CCAP 
14622/5 were assigned to the same species. This classification was later confirmed by 16S 
rRNA sequence analysis  (Wilmotte et al. 1992). Another strain  identification study using 
allozyme electrophoresis was carried out on Anabaena strains by Stulp & Stam (1984), who 
found a close match between morphological characters and enzyme banding patterns.   
Allozyme electrophoresis was used  for  the  first  time  in eukaryotic phytoplankton  to 
investigate genetic similarities between clones of  the centric marine diatoms Thalassiosira 
pseudonana  and  T.  fluviatilis  (Murphy  &  Guillard  1976).  Thalassiosira  species  showed 
differences  in enzyme banding patterns among groups  from different habitats, but only 
limited variability within the groups. Gallagher (1980, 1982) used allozyme electrophoresis 
in population genetic studies of the diatom Skeletonema costatum and compared differences 
in banding patterns to physiological variation among the strains. Gallagher (1980) showed 
that  there were  spatial  and  temporal  differences  in  enzyme  banding  patterns  between 
populations  from different  locations. However, enzyme‐banding patterns did not  reveal 
any genetic difference between clones that differed in physiological traits, such as growth 
rate  or  photosynthetic  rate  (Gallagher  1982).  Soudek  &  Robinson  (1983)  investigated 
genetic  variation  in  populations  of  the  freshwater  diatom  Asterionella  formosa  using 
allozyme  electrophoresis.  Enzyme  banding  patterns  differed  between  but  not  within 
populations.  Furthermore,  oligotrophic  and  eutrophic  ecotypes  could  not  be 
distinguished.  Electrophoresis  (of  isozymes)  was  also  applied  to  examine  the  relation 
between  variation  and  the  ability  to produce  toxins  by  the dinoflagellate Gambierdiscus 
toxicus (Chinain et al. 1997). A relationship could not be established, however.  
All these studies of allozyme banding patterns found genetic differences between, but 
very  little variation within populations. Morphological and physiological  traits were not 
always  linked  to  enzyme  banding  patterns  due  to  the  low  level  of  resolution  in  both 
genetic  and  phenotypic  traits.  Applying  allozyme  electrophoresis  may  seriously 
underestimate the  level of genetic variation due to the  low resolution compared to other 
molecular  techniques. However, allozyme electrophoresis  is still a useful  technique;  it  is 
easy to develop and does not require expensive laboratory equipment.  
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Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
Restriction Fragment Length Polymorphism, commonly referred  to, as RFLP  (Botstein et 
al.  1980), was  one  of  the  first DNA‐based molecular  techniques used  in phytoplankton 
studies. If two organisms differ in distance between endonuclease restriction sites in their 
DNA,  the  length of  the  fragments produced will be different. Restriction endonucleases 
are enzymes that cleave DNA molecules at specific nucleotide sequences depending on the 
particular enzyme used. The cleavage of DNA produces fragments that can be separated 
by  gel  electrophoresis  electrophoresis  and  visualised  using  DNA  probes  via  Southern 
hybridisation  (see Figure 2.1). This  technique was used  in cyanobacteria,  for  instance,  to 
identify  the degree of genetic  relatedness among marine Synechococcus  strains  (Wood & 
Townsend 1990). They found high levels of genetic variation among the examined strains 
and  concluded  that  natural  assemblages  of  marine  Synechococcus  strains  are,  at  least 
occasionally, composed of strains that are as genetically distinct from each other as from 
different species or genera. Genetic variation in Skeletonema costatum populations was also 
studied  with  RFLP  (Stabile  et  al.  1990).  Chloroplast  and  nuclear  DNA  probes 
demonstrated  the  presence  of  genetic  variation within  a  species  isolated  from  a  single 
location.  
With  the development  of  the Polymerase Chain Reaction  (PCR), RFLP  analysis became 
much simpler and less labour intensive. Two small oligonucleotide primers can be used to 
amplify a specific DNA  region of  interest. This amplified  region can  then be cleaved by 
restriction  enzymes  and  analysed  on  ethidiumbromide  or  silver‐stained  gels.  This  new 
application of the RFLP technique, referred to as PCR‐RFLP or CAPS (Cleaved Amplified 
Polymorphic  Site)  was  used,  for  example,  in  an  extensive  study  of  42  cyanobacterial 
strains  representing  ten genera  (Neilan et al. 1997b). Relatedness observed between  taxa 
coincided with  the  taxonomic  identification of  the strains based on morphological  traits, 
particularly within the genera Anabaena and Microcystis. In another application, PCR‐RFLP 
was  used  in  the  identification  of  parasites  of  phytoplankton,  like  viruses,  attacking 
cyanobacteria and eukaryotic phytoplankton (Wilson et al. 1993; Chen & Suttle 1995; Chen 
et al. 1996). With RFLP analysis, numerous polymorphisms can be found between strains 
in both coding and non‐coding regions of  the genome. However,  this  technique requires 
more technical expertise than allozyme electrophoresis, and the development of sufficient 
numbers of polymorphic markers is more time consuming than in some other PCR‐based 
fingerprinting  techniques,  like RAPD  and AFLP.  Furthermore, when  using  PCR‐AFLP, 
sequence information of the flanking regions of the DNA region of interest is required for 
the design of (species) specific primers. 
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Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE). 
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis can detect polymorphisms in small (200‐700 bp) 
genomic restriction fragments that are not detectable with RFLP analysis (see Figure 2.1). 
Genomic DNA fragments, cleaved or amplified using PCR, may be of the same length but 
can  differ  in  their  nucleotide  sequence.  These  fragments move  according  to molecular 
weight,  but  as  they  progress  into  higher  denaturing  conditions,  each  DNA  fragment 
reaches a point where  it begins to melt. The position  in the denaturing gradient where a 
domain of a DNA fragment melts and thus stops migrating is dependent on the nucleotide 
sequence  in  the  melted  region  (Meyers  et  al.  1987).  Changes  in  bacterial  and  algal 
community structure, after cyanophage‐induced lyses of filamentous cyanobacteria, were 
demonstrated  with  DGGE  (van  Hannen  et  al.  1998,  1999;  Larsen  et  al.  2001).  This 
technique was  also  applied  to  investigate  the  spatial  and  temporal  variation  in  strain 
abundance  of  the  toxic  dinoflagellate  Pfiesteria  piscicida  in  coastal waters  and  estuaries 
(Coyne et al. 2001). It is a sensitive technique with a relatively simple methodology, which 
can be applied on both cleaved isolated genomic DNA or amplified fragments generated 
by  PCR. However,  this  technique  is more  expensive  due  to  the  specialized  equipment 
needed  (GC‐clamp  primers  and  specialized  electrophoresis  apparatus),  and  requires 
sequence information of the flanking region of the region of interest, as in PCR‐RFLP, for 
primer design when using amplified DNA.  
 
Single Stranded Conformation Polymorphism (SSCP) 
Single Stranded Conformation Polymorphism can also be used  to detect polymorphisms 
that cannot be found using RFLP. The methodology is almost the same as in DGGE with 
some  adjustment  to  primers  and  gel  types  (see  Figure  2.1).  Fragments  produced  by 
restriction of genomic DNA or PCR are denatured to obtain single strands. When cooled 
down, the single strands form a characteristic secondary structure (conformation) defined 
by  intramolecular  base  pairing.  The  obtained  fragments  can  be  separated  using  gel 
electrophoresis,  based  on  their  size  and  shape. Even  a  single  base  change  can  have  an 
effect on  the  secondary  structure and  thus on  the mobility  in  the gel  (Orita et al. 1989). 
Disadvantages and advantages of this technique mirror the ones described for DGGE.   
 
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
The Random Amplified Polymorphic DNA or RAPD technique was first described in 1990 
(Williams et al. 1990; Welsh & McClelland 1990). Primers, 8‐10 base pairs  in  length, are 
chosen at random without prior knowledge of any specific primer sites in the genome of 
an organism. The step of cloning and identification of specific sequences, like in RFLP, can 
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be  omitted.  The  random  primers  serve  as  both  forward  and  reverse  primers  and  are 
usually  able  to  amplify  fragments  from  3‐10  genomic  sites  simultaneously.  Amplified 
fragments (within the 0.5‐5 kb range) can be separated by Agarose or Polyacrylamide gel‐
electrophoresis (see Figure 2.1). Polymorphisms are detected as the presence or absence of 
bands of a particular  size. These polymorphisms emerge due  to variation  in  the primer 
annealing sites.  
This  technique  was  used,  in  addition  to  sequence  information  of  the  phycocyanin 
intergenic spacer region, to study genetic variation among 19 strains of the cyanobacterial 
genus Nodularia (Bolch et al. 1999b). Bolch showed that individual blooms of N. spumigena 
were  clonal, but  that Australian N.  spumigena populations  from different  locations were 
genetically distinct from each other. RAPD analysis was also applied to identify members 
of the cyanobacterial genera Anabaena and Microcystis (Neilan et al. 1995). RAPD markers 
from 11 Microcystis and two Anabaena strains generated unique DNA fingerprints, which 
were incorporated in a phylogenetic analysis to infer genetic relatedness between the two 
genera.  
In eukaryotic phytoplankton, Lewis et al.  (1997) applied RAPD analysis  to study genetic 
variation  within  and  between  7  populations  comprising  126  strains  of  the  freshwater 
diatom Fragilaria capucina. They showed high levels of genetic variation within each of the 
seven populations under  study,  but  even  larger  variation  among different populations. 
Genetic variation in strains of the toxic dinoflagellate Gymnodinium catenatum was studied 
to test the hypothesis that this flagellate was introduced to Tasmanian waters, possibly via 
ballast water  of  cargo  ships  (Bolch  et  al.  1999a). Australian,  Spanish,  Portuguese,  and 
Japanese  strains  displayed  considerable  genetic  variation  both  within  and  between 
populations,  and  all  strains  examined  showed  unique  banding  patterns.  Analysis  of 
genetic distances  between  strains  indicated  that Australian  strains were  almost  equally 
related to the Spanish/Portuguese and the Japanese population. On basis of the clustering 
pattern  of  the  Tasmanian  strains  they  concluded  that  genetic  exchange  between 
neighbouring  estuaries  had  been  limited  and  that  Tasmanian  G.  catenatum  blooms  are 
composed of local, estuary‐bound subpopulations. The authors concluded that additional 
studies using more globally distributed G.  catenatum  strains and genetic  information on 
dispersal  of  strains  is  needed  to  provide  further  insight  to  the  probable  origin  of  the 
introduced Tasmanian strains. 
The  RAPD  technique  can  be  used  to  distinguish  different  clones  or  populations  of  a 
species without prior  information of the genome sequence. It  is an  inexpensive, sensitive 
technique  that  reveals  much  genetic  information  and  can  also  be  applied  to  identify 
specific markers for many kinds of population studies (Baker 2000). The method is easy to 
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develop  and  produces multilocus  fingerprints. Disadvantages  of  this  technique  are  the 
lack of reproducibility and the dominance of markers, which prohibits accurate calculation 
of  allele  frequencies.  Because  of  the  poor  reproducibility,  RAPDs  are more  and more 
replaced by other techniques like Amplified Fragment Length Polymorphism. 
 
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
The  AFLP  technique  involves  the  restriction  of  genomic  DNA,  which  is  followed  by 
ligation of adaptors complimentary to the restriction sites and selective PCR amplification 
of a subset of the adapted restriction fragments (see Figure 2.1). The amplified fragments 
are  visualized  on  denaturing  polyacrylamide  gels  either  through  autoradiographic  or 
fluorescent methodologies (Vrieling et al. 1997). Markers for the mating types of the green 
alga Chlamydomonas  reinhardtii were  identified with  this  technique  (Werner  et  al.  2001). 
Four mating  type markers were  identified,  two were only present  in  the minus‐mating 
type and the other two markers only in the plus‐mating type strain. One of these markers 
was  isolated  from  the  polyacrylamide  gel,  re‐amplified,  cloned  and  sequenced.  This 
marker  showed  homology  with  the  fus1  gene,  which  codes  for  a  sex  recognition 
glycoprotein (Ferris et al. 1996).  
Genetic variation in Asterionella formosa populations, susceptible to infection by the fungal 
parasite  (chytrid) Zygorhizidium  planktonicum, was  studied using  both RAPD  and AFLP 
analysis (De Bruin et al. 2004). Individual colonies of A. formosa were isolated, grown into 
cultures, analysed with RAPD and AFLP and tested for their susceptibility to a number of 
different  species‐specific  fungal  parasite  isolates. High  levels  of  genetic  variation were 
observed within and between populations of A.  formosa. Virulence  levels of  the parasite 
differed between genetically distinct host  isolates. Some hosts  isolates were  found  to be 
susceptible  to  all  parasite  strains;  others were  found  to  be  resistant  to  one,  two  or  all 
parasite strains. Virulence tended to be highest on the local hosts, a phenomenon known 
as local adaptation (Gandon 1998; Lively & Dybdahl 2000).  
The AFLP technique was developed by Vos and co‐workers (Vos et al. 1995) and is more 
reproducible and gives higher resolution than RAPDs. However, it is also more expensive, 
and  requires  more  technical  expertise  and  laboratory  equipment  than  RAPDs. 
Applications of AFLP  in plant, animal and microbiological genetics have been  reviewed 
by Savelkoul et al. (1999).  
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Microsatellites or Short Sequence Repeats (SSRs) 
The  DNA  fingerprinting  technique  referred  to  as  Microsatellites  or  simple  sequence 
repeats (SSRs), was used for the first time  in phytoplankton to study genetic variation  in 
populations of the marine diatom Ditylium brightwellii (Rynearson & Armbrust 2000).  
High  levels of genetic variation were  found using  this  technique. From  the  23 Ditylium 
brightwellii  isolates, 22 displayed unique banding patterns. The  large variation observed 
was explained by the authors by the constantly changing selection pressures on particular 
genotypes.  When  cells  are  mixed  vertically  through  the  water  column  with  varying 
speeds,  the  relative  success  (growth  rate)  of  any  given  clone  will  constantly  shift  in 
response  to  the  changing  environmental  conditions. Microsatellites  are  simple  sequence 
repeats (SSRs), for instance (CA)10 or (GC)15 within the genome and tend to occur in non‐
coding regions of  the  (eukaryote) DNA. Developing Microsatellites  involves digestion of 
genomic  DNA,  cloning  of  fragments  into  vectors,  hybridisation  with  probe  DNA  for 
positive  clones,  sequencing  cloned  DNA,  microsatellite  primer  design  and  PCR  of 
fragments containing microsatellite loci (see Figure 2.1). This procedure, when used for the 
first time in an organism, is an expensive and very laborious process. Once microsatellite 
loci  have  been  developed  for  the  species  of  interest,  however,  there  are  numerous 
advantages  in  comparison  to  previous  mentioned  molecular  techniques,  like  the  high 
variability and co‐dominance of these markers. 
 
Single cell PCR  
When  studying  individual  cells within a phytoplankton population, one  is  immediately 
confronted with  a  practical  challenge. Most molecular  techniques  require  a  substantial 
amount of DNA, which cannot be isolated from a single cell. The particular cell of interest 
has to be cultured into a clonal population to obtain sufficient DNA for molecular analysis. 
This  procedure  has  important  practical  implications.  The  genetic  variation  in  the  field 
population is underestimated because not all isolated clonal cells survive in the laboratory, 
and  there may be a bias  towards  certain adaptations.  Isolation and  culturing  clonal  cell 
lines  is  a  meticulous  and  time‐consuming  job,  and  contamination  by  for  instance 
heterotrophic bacteria can  limit  the application of  some  techniques,  like RAPDs. Medlin 
(2000) mentioned  that  relatively  new  technologies  in  flow  cytometry,  in  particular  cell 
sorting  (i.e.  selecting  individual  phytoplankton  cells  from  field  samples  based  on  their 
pigmentation  and/or  scattering  patterns)  could  be  of  real  assistance  on  this  matter. 
Contaminations by other organisms can be limited this way, and culturing clonal cell lines 
becomes  less  time consuming. Moreover a new PCR  technique,  referred  to as single‐cell 
PCR, makes it possible to obtain DNA fragments by PCR from a single cell of an organism. 
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This  technique  was  applied  in  phytoplankton  research  in  phylogenetic  studies  of 
dinoflagellates  (Tengs  et  al.,  2000;  Sebastian  &  OʹRyan,  2001;  Edvardsen  et  al.,  2003). 
Edvardsen and co‐workers showed that it is possible to obtain reliable ribosomal subunit 
sequence  information from single cell dinoflagellate  isolates using this technique. Due to 
difficulties  of  keeping  Dinophysis  isolates  in  culture,  one  or  two  individual  cells were 
isolated from natural waters, frozen, and added to PCR treatments without previous DNA 
extraction.  The  produced  PCR  products  were  subsequently  sequenced  and  used  in 
phylogenetic  analysis.  As  in  other  PCR‐based  molecular  techniques,  like  PCR‐RFLP, 
DGGE,  SSCP,  and Microsatellites,  sequence  information  of  the  flanking  regions  of  the 
DNA region of interest has to be available or obtained. 
 
Molecular probes & Heteroduplex Mobility Assays (HMA) 
The use of molecular probes (oligonucleotides) together with PCR has become a valuable 
molecular  tool  in  detecting,  for  instance,  toxin  producing  cyanobacteria  and 
dinoflagellates in natural waters (Rudi et al. 1998; Oldach et al. 2000). This procedure can 
be  used  when  phytoplankton  species  of  interest  are  not  culturable  or  in  very  low 
abundance,  or  when  identification  is  difficult  and  requires,  for  example,  Scanning 
Electronic Microscopy (SEM), which is highly labour‐intensive. Particular gene sequences, 
for instance 18S ribosomal subunits, can be selected as target for amplification. These 18S 
amplicons  can  be  used  in  a  Heteroduplex  Mobility  Assay  (HMA),  where  sequence 
differences  between  DNA  fragments  of  different  strains  can  be  visualized  on 
polyacrylamide  gels.  The  HMA  is  based  on  the  principle  that  heteroduplexes 
(hybridisation  complex of  two oligonucleotide  fragments with differences  in  sequences) 
migrate more slowly through a gel matrix than homoduplexes (hybridisation complex of 
two  identical  oligonucleotide  fragments).  The  application  of HMA  can  be  used  in  the 
development  of  species‐specific primers  and molecular probes  for PCR based detection 
systems, by cloning and sequencing  the PCR products of  interest. Disadvantages are  the 
relatively  labour  intensive  procedure  and  the  technical  expertise  required  in 
manufacturing and application of group specific probes.  
 
Molecular probes & DNA array hybridization 
In addition, a relatively new way to detect strains in natural waters is the use of sequence 
specific  labelling  of  oligonucleotide  probes  together  with  array  hybridisation.  This 
relatively  new  application  combines  the  sensitivity  and  specificity  of  oligonucleotide 
probe  labelling  with  multiplex  detection  using  DNA  array  hybridisatation  (this 
applications uses  the  same methodology  as  the use  of micro  arrays  in  gene  expression 
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studies,  see  below).  This  approach was  demonstrated  a  study  of  genetic  profiling  and 
quantitative assessment of abundance and diversity of cyanobacterial strains in eight lakes 
(Rudi et al. 2000).  
 
Real‐Time PCR 
Another relatively new technique to identify phytoplankton strains in field populations is 
real‐time PCR. In real‐time PCR reactions, the amount of produced fragments are labelled 
by  fluorescent  probes  or  DNA  binding  dyes  and  quantified  during  each  cycle.  By 
recording the amount of fluorescence emission at each cycle, it is possible to monitor the 
PCR reaction during the exponential phase. The first significant increase in the amount of 
PCR products    correlates with  the  total amount of  the original available  template DNA 
(e.g., Meuer et al. 2001). The detection of amplified target DNA with fluorescent‐labelled 
oligonucleotide probes during PCR  results  in an added  level of  specificity  compared  to 
previously  mentioned,  more  traditional  PCR  based  methods.  The  application  of  this 
technique was demonstrated by Bowers et al. (2000, 2001) in studies of rapid detection of 
toxin  producing  Pfiesteria  piscicida  strains  and  related  dinoflagellates  in  cultures  and 
natural water samples. The developed assay proved to be highly specific and sensitive to 
detect particular dinoflagellate species. The disadvantages of real time PCR assays are the 
expensive equipment that is needed (PCR thermal cycler) and the specialized probes and 
primers that have to be developed. 
 
Gene sequencing 
The most detailed analysis of genetic variation can be obtained by sequencing the region 
of  interest  from  different  individuals  (Parker  1998).  Sequencing  specific  regions  in  the 
genome  is  a  widely  used  molecular  tool,  especially  in  taxonomical  and  phylogenetic 
studies of phytoplankton. To study phylogenetic relationships among the various taxa of 
cyanobacteria,  parts  of  the  16S‐23S  regions were  sequenced  and  used  in  phylogenetic 
analyses (Wilmotte et al. 1992; Neilan et al. 1994, 1997a,b; Lyra et al. 1997; Rudi et al. 1997, 
Otsuka et al. 1998, 1999; Robertson et al. 2001; Iteman et al. 2002; Litvaitis 2002). Sequence 
information of particular genes, which are  involved  in toxin production  in cyanobacteria 
has also been examined. The identification of genes encoding for the metabolic pathways 
of these toxins has been reported in several studies (Tillett et al. 2000, 2001; Dittmann et al. 
2001; Kaebernick  et  al.  2002).  Tillet  (2000)  and  co‐workers  characterized  a  gene  cluster 
containing  10  open  reading  frames  (transcribed  regions)  arranged  into  two  operons 
(mcyA‐C  and  mcyD‐J),  which  are  responsible  for  the  biosynthesis  of  microcystin  in 
Microcystis aeruginosa. The relationship between phylogenetic relationships based on PC‐
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IGS  (phycocyanin  intergenetic  spacer)  and  16S  rRNA  analysis,  and  toxicity within  the 
genus Microcystis remains unclear, because toxic and non‐toxic strains are not distributed 
in distinct groups (Tillet et al. 2001). In eukaryotic phytoplankton studies, sequencing has 
also  been  used  to  infer  phylogenetic  relationships  among  taxa  or  validate  existing 
phylogenies based on morphological data (Buchheim et al. 1990, 1996; Medlin et al. 1993, 
1996; Melkonian & Surek 1995; An et al. 1999; Edvardsen et al. 2000; Lundholm et al. 2002). 
Although  the  most  detailed  information  on  genetic  variation  can  be  obtained  by 
sequencing,  it  is  still  an  expensive  technique,  especially  when  a  great  number  of 
individuals have to be screened within and between populations. 
 
Genome sequencing  
A whole new aspect in molecular analysis of phytoplankton species has emerged with the 
sequencing  of  complete  genomes.  The  most  detailed  understanding  of  evolutionary, 
morphological  and  physiological  characteristics  of  an  organism  can  only  be  achieved 
when sequence  information of every gene  in the genome, and  its expression over time  is 
available. Complete genome sequencing, however,  is only  the  first step  in acquiring  this 
information. Complete sequence information of an organism provides – after annotation of 
the  genome  ‐  information  on  the  number  and  arrangement  of  genes  and  genome 
organization.  The  complete  genomes  of  some  phytoplankton  species  have  become 
available,  for  instance  from  the  cyanobacterial  strains Synechocystis PCC6803  (Kaneko & 
Tabata 1997) and Anabaena PCC7120. The complete sequence of the chloroplast genome of 
Chlamydomonas  reinhardtii has also become available  (Maul et al. 2002) and  the complete 
sequence  of  the  nuclear  genome  will  follow  shortly.  Furthermore,  sequencing  of  the 
complete  genome  of  the  cyanobacterium  Microcystis  aeruginosa  (4.8  Mb)  began  in 
December 2001 at the Pasteur Institute in France. The relative small genome size of some 
phytoplankton species makes them ideal subjects for evolutionary and ecological research 
questions  where  complete  sequence  information  is  needed  (although  even  here 
sequencing  complete  genomes  is  still  expensive).  The  cyanobacterium  Synechocystis 
PCC6803 for instance has a genome size of 3.8 Mb and has only 3264 genes. Yet it carries 
out  full  oxygenic  photosynthesis  like  higher  plants,  which  makes  it  a  suitable  model 
organism to study photosynthesis (Ikeuchi & Tabata 2001; Davies & Grossman 1998). 
 
Gene expression studies using DNA micro arrays 
In a microarray study, gene‐specific probes are spotted onto precise positions on a solid 
surface  and  targeted with  an  unknown DNA  or  RNA  sample.  The methodology  is  in 
essence  still  similar  to  Southern  blots,  i.e.  labelled  nucleic  acid molecules  are  used  to 
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interrogate  tethered  nucleic  acids.  In  a  way,  microarrays  represent  the  scaling  up, 
miniaturization, and automation of well‐known hybridisation techniques. Yet as Brown & 
Botstein (1999) put forward only through the analysis of  integral expression data can we 
begin  to understand  the global picture. Libraries of gene expression studies,  rather  than 
single  experiments will  enhance  our  understanding  of  cellular  processes  (Bassett  et  al. 
1999;  Stoeckert  et  al.  2002).  Generally,  two  types  of  microarray  are  used:  cDNA 
microarrays  (e.g.  Duggan  et  al.  1999)  and  high‐density  synthetic  oligonucleotide 
microarrays (e.g., Hughes et al., 2001; Lipshutz et al. 1999).  Since  the  oligonucleotides  are 
much  shorter, base  composition  of  the probes  is more  likely  to have  a  strong  effect  on 
performance. Nevertheless Hughes et al. (2001) showed that 60‐mer oligonucleotides gave 
excellent results  in terms of sensitivity and specificity, having the capacity to distinguish 
between SNPs and discern splice variants.  Regardless of the type of array, microarrays are 
commonly  used  for  two  different  types  of  study:  genotyping  and  (comparative)  gene 
expression. The emphasis in the literature is on the latter, because of the insights offered to 
gene  function  –  there  is  a  close  connection  between  the  function  of  a  gene  and  its 
expression pattern  (when and where  is a gene expressed, which circumstances affect the 
expression  level?  –  see  Brown &  Botstein  1999). A  requirement  to  perform microarray 
studies  is  that  the  complete  genomic  sequence,  or  sufficient  numbers  of  Expressed 
Sequence Tags (ESTs) are available (Skinner et al. 2001). This  is the case for a handful of 
phytoplankton  species,  like  the  cyanobacteria  Synechocystis  PCC6803  and  Anabaena 
PCC7120,  and  the  green  alga  Chlamydomonas  reinhardtii.  Microarrays  for  some 
phytoplankton species are under development or are already available.  
Microarrays were applied to study gene expression involved in high light acclimation 
in Synechocystis PCC6803  (Hihara  et al.  2001). More  than 160 genes were  identified and 
classified  into distinct  sets. There was a  fast down  regulation of genes  involved  in  light 
absorption  and  photochemical  reactions.  Genes  involved  in  CO2  fixation  and  photo 
protection were up regulated, whereas also a number of unidentified open reading frames 
were  induced  or  repressed.  Huang  et  al.  (2002)  report  on  expression  patterns  of 
Synechocystis in response to either UV or high intensity white light. They conclude that the 
gene expression profile generated new  insights  into the  integrated network of genes that 
respond  rapidly  to  different wavelength  and  intensities  of  irradiance. Gill  et  al.  (2002) 
made  profiles  of  gene  expression  after  light  to  dark  transition  of  Synechocystis.  They 
describe four classes of genes that vary in their response time between 30 and 180 minutes. 
The  response  to  salt  stress  by  Synechocystis  was  studied  by  Bohnert  et  al.  (2001)  and 
Kanesaki  et  al.  (2002).  The  plastid  and mitochondrial  transcriptome  of  Chlamydomonas 
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reinhardtii  was  surveyed  under  8  abiotic  conditions,  including  nutrient  stress  and  UV 
exposure.  
Gene expression profiling provides a powerful tool in experimental studies, because of 
the broad look at cellular processes, and the direct link to the physiology of the cell.  
Brown  &  Botstein  (1999)  hope  that  the  unprecedented  experimental  opportunities  in 
systematically exploring the genome will enable a fresh, comprehensive and open‐minded 
look at questions  in biology. The process does not need  to be driven by hypothesis and 
should  be  model‐independent.  Data  obtained  by  gene  expression  studies  can  be 
notoriously  complex,  however.  Often  hundreds  to  thousands  of  genes  change  their 
expression  in  response  to  an  experimental  treatment  (Burgess  2001).  That  is  why 
bioinformatics  are  an  integral  part  of  gene  expression  studies  (and  other  techniques  in 
genomics). The goal of bioinformatics is to extract the full meaning and implications of the 
data. Data mining has been defined as  ‘the exploration and analysis by  (semi)automatic 
means  of  large  quantities  of  data,  in  order  to  discover meaningful  patterns  and  rules 
(Bassett  et  al.  1999).  In  gene  expression  studies  bioinformatics  may  involve  amongst 
others: (1) selection of relevant genes to be included on the array (unless all genes can be 
included  –  a  key  advantage  of  microarrays  is  that  there  is  no  need  to  make  prior 
assumptions about which genes will be  involved  in a response),  (2) analysis of sequence 
data from the selected genes (redundancy, homology search and functional classification), 
(3)  statistical  analysis  of  the  gene  expression data using  for  instance  cluster  analysis  or 
neural networks, like self‐organizing maps, and (4) analysis of the obtained sequence data 
for the occurrence of mutations.  
However,  as  Bassett  et  al.  (1999)  and  Stoeckert  et  al  (2002)  point  out, much work 
remains  to be done  to set up standards  for expression studies. Standards are needed  for 
experimental design (Holloway et al. 2002), for reproting errors and confidence levels, and 
for  the management  and  sharing  of microarray  data. A  central  problem  in  expression 
studies  is  that  the  data  are  highly  context  dependent,  i.e.,  experimental  conditions  etc. 
should  be  reported.  Several  initiatives  are  underway  (see  Stoeckert  et  al.  2002  for  a 
discussion),  including  the  creation  of  public  repositories  for microarray  data,  common 
data  formats and  standards  for data  representation. A  further need  for  the  future  is  the 
development  of  methods  that  allow  absolute  rather  than  relative  measures  of  gene 
expression (Holloway et al. 2002). 
 
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) 
Single nucleotide polymorphisms  (commonly pronounced as  ʹsnipsʹ) are single base‐pair 
positions  in  genomic DNA.  They  can  be  detected  by  a  variety  of methods,  like RFLP, 
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Amplification  Refractory  Mutation  System  (ARMS),  Single  Stranded  Conformation 
Polymorphism  (SSCP)  and DNA  sequencing.  This  technique  appears  not  to  have  been 
used yet  in phytoplankton  studies, but has  already  found  applications  in  crop genetics 
(Rafalski  2002),  and  (extensively)  in  human  epidemiology  (OʹConnell  2000).  In  general, 
information on SNPs gives detailed insight in the identification of individual phenotypes, 
diseases, and responses to treatments. 
 
Choosing  the  appropriate  marker  in  evolutionary  and  ecological 
phytoplankton studies. 
There are several good reviews on the application of molecular techniques in evolutionary 
and ecological studies (e.g., Karp et al, 1997, 1998; Hillis et al. 1996; Baker 2000). The choice 
of  an  appropriate marker  for  the  question  under  study  is  based  on  a  combination  of 
several  theoretical  and  methodological  selection  criteria.  Several  molecular  techniques 
(and the subsequent analyses) are based on a number of theoretical assumptions, like the 
homology criterion, independence of markers, and that populations are supposed to be in 
Hardy‐Weinberg equilibrium. There are several reviews  that describe  those assumptions 
and  their  implications  for  the  application  of  molecular  techniques  in  population 
differentiation  studies  and  phylogenetics  (Jarne &  Lagoda,  1996;  Rousset &  Raymond, 
1997; Bossart & Prowell 1998; Silva & Russo, 2000; Edwards & Beerli, 2000; Arbogast et al., 
2002). Our  focus  however  is more  on methodological  selection  criteria,  rather  than  the 
(equally important) theoretical and analytical aspects. 
Important methodological  criteria  in  the  selection  of  a molecular  technique  are  the 
technical  expertise  available,  costs  of  equipment  and  consumables,  time  needed  for 
development, and the resolution needed in particular ecological and evolutionary research 
questions. For example, developing Microsatellites, although rapidly becoming the marker 
of choice in many population genetic studies, is an expensive and laborious process. The 
use  of  multilocus  fingerprinting  techniques  like  RAPD  or  AFLP,  although  producing 
dominant markers that prohibit accurate assessment of allele frequencies, is less expensive 
and has a shorter development  time. Moreover, a  technique  like AFLP still provides  the 
high  resolution needed  in strain  identification. However, as mentioned earlier,  there are 
some drawbacks in the use of RAPDs (and to a lesser extend AFLP) in molecular analysis. 
The lack of reproducibility in RAPDs is one of the most mentioned problems and can only 
be circumvented by repeating the PCR reactions under equal conditions for each strain for 
a number of  times and scoring only  the reproducible bands. Furthermore, one has  to be 
careful  with  contaminations  of  phytoplankton  cultures  by  other  organisms  since  the 
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primers used  in RAPD analysis are  random and  can pick up any DNA available  in  the 
sample.  
When using RAPDs or AFLP analyses, it is best is to use fresh, clonal & axenic cultures of 
the  species  of  interest.  Some  RAPDs  loci  (bands)  are  fixed  between  individuals, 
populations or even species. These markers can be converted  into more  reliable and co‐
dominant markers called Sequence Characterised Amplified Regions or SCARs (Paran & 
Michelmore,  1993).    Sometimes  RAPDs,  AFLPs  or  Microsatellites  reveal  too  much 
resolution, so any information regarding common elements between populations is lost by 
the  large  amount  of  polymorphic  markers  in  individuals.  When  this  happens,  more 
conserved  markers,  produced  by  allozyme  electrophoresis  or  RFLP  can  be  used. 
Combining  several  techniques  may  give  more  insight  in  the  question  at  hand  and  is 
recommended, especially when the level of genetic polymorphism is not as expected or is 
in conflict with existing morphological or physiological data.  
In  the  next  paragraphs, we will  discuss  the  application  of molecular  techniques  in 
three widely addressed research questions in (population genetic) phytoplankton studies. 
Some  of  the most  frequently  used molecular  techniques  and  their  applications  can  be 
found  in Table  2.1. The  appropriateness  of  these  techniques  for differentiation between 
strains, in studies at the population level and in phylogeny reconstructions, is indicated by 
+ (low), ++ (moderate), and +++ (high). 
 
Table  2.1.  Application  of  molecular  techniques  in  identification  of  strains,  population  relatedness  and 
phylogeny reconstruction. Symbols like + (low), ++ (moderate), and +++ (high) indicate the appropriateness 
of  the  different  techniques  for  the  question  under  study.  Furthermore,  aspects  like  reproducibility, 
development  time,  costs  of  equipment  &  development,  and  co‐dominance  of  marker  of  the  various 
techniques are indicated as well. Modified from Hillis et al., 1996; Mueller & Wolfenbarger, 1999.  
 
Applications or criteria  Allozymes  (PCR) RFLP  RAPD AFLP DGGE SSCP  SSRs  Sequencing 
Phylogeny (0‐5 my)  ++  ++  +  ++  +  +  ++  +++ 
Phylogeny (5‐50 my)  ++  ++  +  +  +  +  +  +++ 
Phylogeny (50‐500 my)  +  +  +  +  +  +  +  +++ 
Phylogeny (500‐3500 my)  +  +  +  +  +  +  +  +++ 
Population relatedness  ++  ++  ++  +++  ++  ++  +++  +++ 
Identification of strains  +  +  ++  +++  +++  +++  +++  +++ 
Reproducibility  +++  +++  +  +++  ++  ++  +++  +++ 
Development time  Short  Long  Short  ++  ++  ++  Long  Long 
Costs  +  +++  +  ++  +++  +++  +++  +++ 
Co‐dominance  Yes  Yes  No  No  Yes  Yes  Yes  Yes 
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Strain Identification 
Allozyme (or isozyme) banding patterns usually produce too little genetic variation to be 
useful in strain identification of phytoplankton. DNA lineages, coding for these enzymes, 
are often  too  conserved  to distinguish between  strains within  a population. With RFLP 
analysis, numerous polymorphisms can be found between strains in both coding and non‐
coding  regions.  However,  the  costs  of  developing  sufficient  numbers  of  polymorphic 
markers would usually be prohibitive. The RAPD technique is more applicable to establish 
genetic differences between phytoplankton strains. Furthermore, It is relatively cheap and 
easy  to develop  and  requires  no prior  sequence  information  of  the  genome. Amplified 
Fragment Length Polymorphisms  (AFLPs) can also be used  to assess genetic differences 
between strains. This technique, as mentioned earlier, is replacing the RAPD technique in 
most genetic studies, because of the better reproducibility and higher resolution that can 
be obtained. However, the use of the AFLP technique is technically more demanding and 
expensive.  As  with  RAPDs,  AFLP  analysis  requires  no  sequence  information  of  the 
genome.  However,  both  fingerprinting  techniques  produce  dominant  markers,  so 
homozygotes  cannot  be  distinguished  from  heterozygotes,  which  prevents  accurate 
calculation of allele  frequencies. Methods  to  calculate  allele  frequencies  from RAPDs or 
AFLPs data sets are available  (Lynch & Milligan 1994;  Innan et al. 1999; Borowsky 2001; 
Silva  &  Russo  2000). However,  these methods  are  based  on  specific  assumptions,  for 
instance, that populations are in Hardy‐Weinberg equilibrium.  
  If allele frequencies are important, other techniques that produce co‐dominant markers 
are preferable, even  if  sequence  information has  to be obtained. Microsatellites or Short 
Sequence Repeats (SSR) are a good option for studies in which identification of strains is 
important. Due to the high variability of the repeat units, each individual can be identified 
by a unique DNA profile. The resolution increases when the number of loci under study is 
increased  (see  Rynearson  &  Armbrust  2000).  The  technique  produces  co‐dominant 
markers,  which  allows  calculation  of  allele  frequencies.  If  sequence  information  is 
available  of  the  flanking  regions  of  the DNA  regions  of  interest,  techniques  like  PCR‐
RFLP,  DGGE,  SSCP,  Microsatellites,  Real‐time  PCR,  and  PCR  assays  combined  with 
molecular  probes  (HMA  or DNA  arrays)  can  be  used  to  identify  individual  strains  of 
phytoplankton.  
 
Population differentiation  
Relatedness  of  individual  strains  among  populations  or  sub‐populations  often  requires 
more conserved markers than recognition at the strain level. What is required are elements 
common  to members  of  the  group, with  still  sufficient  variation  to  reveal  divergence 
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between groups. The degree of among population genetic differentiation can be obtained 
by  a  standardized measure  called Wright’s  F‐statistics  or  Fst  (Wright  1951),  under  the 
assumption  that mutation  pressures  are  similar  between  populations.  There  are many 
estimators  of  Fst,  but  the most  common  are Gene  diversity  or Gst  (Nei  1973,  1986),  the 
coancestry coefficient or θ (Weir & Cockerham 1984), and Rst, similar to θ, but especially 
developed for Microsatellites (Slatkin 1995). The value of Fst lies between 0 (no subdivision 
of  the  population)  and  1  (complete  isolation)  and  indicates  the  degree  of  population 
differentiation.  RFLP  data  are  preferred  over  allozymes  in  population  differentiation 
studies because  it  is more  likely that RFLP analysis will show polymorphisms since they 
screen  anonymous  sites  in  the genome  that  are  less  likely  to be  subjected  to  stabilizing 
selection than allozymes (Parker et al. 1998).  
RAPD  and  AFLP  analysis  have  also  become  valuable  markers  to  examine  the 
relatedness  of  strains within  and  between  populations. Applying  these  techniques,  the 
(dominant) marker bands are scored as presence  (1) or absence  (0) and converted  into a 
binary data matrix. A number of multivariate statistical and graphical methods can  then 
be used  to estimate genetic  relationships,  like genetic  similarities  (or distances) between 
strains. The most applied indices to estimate genetic relationships in these binary data sets 
are  the  single  matching  coefficient,  Jaccard’s  similarity  coefficient  (1908),  and  Nei’s 
estimate  of  similarity  (1979),  each  with  their  own  specific  theoretical  assumptions. 
Analytical aspects of  the use of DNA  fingerprinting  techniques and similarity  indices  in 
population differentiation were described by Lynch (1990) and Leonard (1999). Goldstein 
et al. (1995) developed a distance measure based on a stepwise mutation model. This can 
be used when mutation rates are known, and the model is appropriate to use, for instance, 
with microsatellite data (Silva & Russo 2000). In addition to genetic similarity (or distance) 
matrices, Excoffier et al. (1992) developed a method, referred to as AMOVA (Analysis of 
Molecular Variance),  to quantify genetic variability and distribution of genetic variation 
between  and within  populations.  This method  is  related  to  ANOVA  and Wright’s  F‐
statistics.  The  relatedness  between  strains  within  and  between  populations  can  be 
visualized  by  cluster  analysis  (UPMGA)  or  ordination  analysis,  based  on  the  genetic 
distances calculated by the different methods.  
Recent developments in coalescent theory has extended the use of molecular analysis 
in  population  genetic  studies.  For  instance,  new  methods  for  the  estimation  of 
recombination  in  genomes  and  a  permutation‐based  method  for  the  detection  of 
recombination were  developed  by McVean  et  al.  (2002). Rosenberg & Nordberg  (2002) 
reviewed the application of coalescent theory in population genetics and compared its use 
with traditional analyses. The advantage of using RAPDs or AFLP in population biology is 
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the relative simplicity with which markers are produced. However, due to the dominance 
of the produced markers, more individuals and loci have to be sampled to reveal the same 
genetic  information obtained by other  techniques, which produce  co‐dominant markers 
(Lynch & Milligan  1994). Co‐dominant markers,  such  as Microsatellites,  are being used 
more and more in the study of the dispersal of individuals among populations (Allen et al. 
1995; Estoup et al. 1998; Balloux & Lugon‐Moulin 2002).  
 
Phylogenetic relationships and systematics 
Sequencing parts of  the genome  is probably  the most widely applied  technique  to study 
phylogenetic  relationships  of  phytoplankton  species.  It  provides  the  highest  possible 
resolution. Selecting the sequence(s) to be analysed requires careful consideration. Criteria 
are based on the evolutionary rates of a sequence, and mode of inheritance (Dowling et al. 
1996). When studying populations that have invaded regions of the world since the last ice 
ages,  10.000‐14.000  years  ago,  fast  evolving  control  region  sequences,  Microsatellites, 
variable introns or internal transcribed spacer regions can be used. Populations or species 
divergence that occurred earlier in time can be studied using protein or RNA coding genes 
or  more  conserved,  less  variable  introns.  For  deep  branching  phylogenies  even  more 
conserved protein coding genes, or genes coding for   tRNA or rRNA, have to be used to 
successfully infer phylogenetic relationships (Baker 2000).  
Sometimes other markers,  like RAPDs, AFLPs and Microsatellites, have been applied 
to infer phylogenetic relationships below the genus or species level. RAPDs and AFLPs are 
mostly used when no  sequence  information  is available  for  the organisms under  study. 
The  application  of  these markers  in  phylogeny  reconstruction  above  the  species  level, 
however,  is  not  recommended.  Possible  non‐homology  and  non‐independence  of  the 
dominant  markers  are  the  main  reasons  not  to  use  RAPDs  or  AFLPs.  Furthermore, 
evolutionary aspects are hard to interpret because no sequence information is available of 
the markers. RAPDs and AFLPs analysis can be used  to  infer genetic distances between 
populations or strains, but with the lack of sequence information of the produced markers, 
evolutionary divergence cannot be calculated accurately due to lack of a mutation model 
of  nucleotides.  Microsatellites  are  sometimes  applied  in  phylogeny  reconstruction  of 
strains or species but are rarely useful for higher‐level systematics, because their mutation 
rate is too high.  
The use of analytical  tools,  like maximum parsimony methods and especially maximum 
likelihood  methods,  to  infer  phylogenetic  relationships  has  increased  with  the 
improvement of computer power over the past decade. In maximum likelihood methods, 
a probabilistic model  for  the process  of nucleotide  substitution  is used  together with  a 
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likelihood function. After the likelihood function is derived under a hypothetical tree, one 
can use computer software to search for the maximum likelihood value for character state 
configurations among the sequences under study. This is done for each possible tree, and 
the tree with the largest maximum likelihood value is then chosen as the preferred tree (Li 
1997).    Recent  developments  in  phylogenetics,  like  the  use  of  Bayesian  inference  in 
phylogeny  reconstruction give more  insights  in  the  analysis of  large  trees  and  complex 
evolutionary models (Huelsenbeck et al. 2001).  
 
Discussion 
In this paper, we have tried to give more insight in the applicability of various molecular 
techniques for particular research questions  in phytoplankton research. Phytoplankton  is 
of  interest  not  just  to  phycologists  but  also  to  a  wider  community  of  ecologists, 
evolutionary  biologists  and  applied  researchers  (for  instance  in  water  management). 
Reynolds  (1997) uses  the yearly succession of phytoplankton  in  lakes as a model system 
for  the  study  of  processes  that  shape  vegetation  communities.  In  one  year  of 
phytoplankton succession, there are as many generations as there have been for trees in a 
temperate forest since the last ice ages. Relatively new techniques like flowcytometric cell 
sorting, single cell PCR, real‐time PCR, and DNA array hybridisation enable the study of 
clonal  succession within  a  species. De Bruin &  Ibelings  (unpublished)  are  studying  the 
succession of resistant and sensitive Asterionella formosa strains in Lake Maarsseveen under 
attack from a fungal parasite, Zygorhizidium planktonicum.  
Some  phytoplankton  species,  like  Chlamydomonas,  have  been  used  in  experimental 
evolutionary  studies,  for which  it  is a  suitable organism, because of  its  short generation 
time and  the easy maintenance of  large population  sizes  (e.g., Bell 1997; Reboud & Bell 
1997;  Bell  &  Reboud  1997;  Colegrave  2002).  Colegrave made  use  of  the  two  different 
modes of reproduction  in Chlamydomonas reinhardtii: vegetative and sexual reproduction. 
The rate of adaptation of sexual and asexual C. reinhardtii strains was studied in relation to 
population size. He showed that sexual reproduction could increase the rate of adaptation 
compared  to  asexual  reproduction.  However,  the  magnitude  of  the  benefit  of  sexual 
reproduction depends  on  the  size  of  the population. The  largest populations  showed  a 
substantial  benefit  of  sex, whereas  the  smallest populations differed  little  from  asexual 
controls. The application of molecular techniques in experimental evolution gives insight 
in the genetic changes underlying the evolutionary processes that shape the fitness of the 
organisms under study.  
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It can be shown that cells carrying a particular beneficial mutation become to dominate the 
experimental populations  in a series of so‐called adaptive sweeps  (e.g., Papadopolous et 
al, 1999).  
Phytoplankton species have also played an important role in the study of circadian clocks. 
Circadian  clocks were  long believed  to be  restricted  to eukaryotic organisms, until  they 
were  found  in  the  cyanobacterium  Synechococcus  (Johnson  et  al.  1996),  which  was 
subsequently used as a model organism for the genetic study of circadian clocks. A cluster 
of  genes,  referred  to  as  the  kai‐cluster, was  found  responsible  for  circadian  rhythms  in 
Synechococcus  (Ishiura  et  al.  1998;  Kondo  et  al.  1999).  For  Synechococcus  it  was 
demonstrated  that  a  circadian  clock  that  resonates with  its  environment  enhances  the 
fitness of  the  cells  (Yan et al. 1998). Wild  type  strains would out  compete mutants only 
under  a  24  h  LD‐cycle,  but would  loose  the  competition  from  selected mutants  under 
longer or shorter cycles.  
Genetic studies on the individual or population level have become biased towards the use 
of Microsatellites,  although  not  yet  in  phycology.  The  development  of Microsatellites, 
however  is  laborious  and  expensive when  applied  for  the  first  time. Other molecular 
techniques,  like  RAPD  or  AFLP  analysis  can,  despite  dominance  of  the  markers, 
sometimes provide the resolution needed with less effort. The use of PCR‐RFLP or CAPS, 
SCARs,  DGGE,  SSCP, Microsatellites,  Real‐time  PCR,  and  PCR  assays  combined with 
molecular probes  (HMA or DNA  arrays)  requires  sequence  information of  the  flanking 
region of  the DNA  fragment of  interest, while RAPDs and AFLPs analysis  can be used 
without  prior  knowledge  of  the  genome.  Combining  several  molecular  tools  (with 
different  resolution)  is  recommended  to  solve  conflicting  results  of  molecular, 
physiological, and morphological data. 
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Abstract 
Chytrids  are  host‐specific  parasitic  fungi  that  may  have  a  considerable  impact  on 
phytoplankton  dynamics.  The  phylum  Chytridiomycota  contains  one  class,  the 
Chytridiomycetes, and  is composed of  five different orders. Molecular studies now  firmly 
place the Chytridiomycota within the fungal kingdom. Chytrids are characterised by having 
zoospores,  a mobile  stage  in  their  life  cycle. Zoospores  are  attracted  to  the host  cell by 
specific  signals. No  single physical‐chemical  factor has  been  found  that  fully  explained 
dynamics of  chytrid  epidemics  in  the  field. Fungal periodicity was primarily  related  to 
host  cell  density.  The  absence  of  aggregated  distributions  of  chytrids  on  their  hosts 
suggested  that  these hosts did not vary  in  their susceptibility  to  infection. A parasite can 
only become epidemic when it grows faster than the host. Therefore, it has been suggested 
that epidemics in phytoplankton populations arise when growth conditions for the host are 
unfavourable. No  support  for  such  a  generalisation was  found,  however. Growth  of  the 
chytrid Rhizophydium planktonicum Canter emend, parasitic on the diatom Asterionella formosa  
Hassal was reduced under nutrient limitation, since production and infectivity of zoospores 
was  affected  negatively. A moderate  phosphorous  or  light  limitation  favoured  epidemic 
development, however. Chytrid  infections have been shown  to affect competition between 
their  algal  hosts  and  in  this way  altered phytoplankton  succession. There  is potential  for 
coevolution  between A.  formosa  and  the  chytrid Zygorhizidium  planktonicum Canter,  based 
upon clear reciprocal fitness costs, absence of overall infective parasite strains, and possibly a 
genetic basis for host susceptibility and parasite infectivity.  
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Introduction 
In  1963,  Cook  started  his  article  with  the  following  sentence:  “The  biology  of  algal 
parasites  has  received  little  attention  despite  the  potential  advantages  these  organisms 
offer for basic studies of host‐parasite relationships”. Forty years later, this statement still 
seems  true.  Although  progress  was  made  in  the  following  decades  (amongst  others 
reviewed by Van Donk 1989; and Van Donk & Bruning 1992), algal parasites are  still a 
neglected  subject.  Nonetheless,  parasites  in  general  are  a  widely  studied  group  of 
organisms  in biology. Parasites vary enormously  in  their diversity.  It  is probably  fair  to 
say that every species is affected by parasites in one way or another. Hence, parasites must 
be  abundant  in  the  phytoplankton  too,  although  not  much  is  known.  Parasites  are 
considered  to  be  of prime  importance  for  the  evolution  of  their hosts  (e.g., Buckling & 
Rainey 2002). One of the leading hypotheses for the evolution of sex for instance is based 
upon  the evolutionary  struggle between host and parasite  (Bell 1982; Ebert & Hamilton 
1996).  There  is  no  reason  to  assume  that  parasites  should  be  of  no  importance  for  the 
evolution of phytoplankton species. Parasites however should not only be considered as 
relevant  for  the  evolution  of  their  algal  hosts,  but  also  for  population  dynamics  and 
succession of phytoplankton. Parasites are able to decimate algal and cyanobacterial host 
populations during epidemics (e.g., van Donk & Ringelberg 1983; Gons et al. 2002).  
  In  this  review, we  focus on a  specific group of phytoplankton parasites,  the  chytrid 
fungi. Only  freshwater  phytoplankton  is  included. Chytrids  are  primitive  fungi, which 
produce  zoospores  and  are  often  highly  host  specific,  highly  infective  and  extremely 
virulent. Over 90 % of all host cells  in a population may be  infested, and every  infection 
commonly leads to the death of the host cell (Canter & Lund 1951). Selective parasitism on 
a species may abruptly  terminate phytoplankton blooms and  favour  the development of 
other  species,  competing  for  the  same  resources.  Parasitism  can  be  a  decisive  factor  in 
plankton dynamics, plankton succession, and food‐web relations. Yet most phytoplankton 
and foodweb models still ignore parasites. 
  Host‐parasite interactions offer great potential for the study of coevolution, because of 
the  intimate  nature  of  the  interaction  and  the  large  reciprocal  fitness  costs  involved 
(Thompson  2002). Coevolution  is defined  as  the process  of  reciprocal,  adaptive  genetic 
changes in two or more species (Woolhouse et al. 2002). The main result of coevolution is 
that species become specialized in their interaction with a limited number of species only 
(Thompson 2002). Coevolution hence shapes the way species interact in a community, and 
is  a  dominant  force  in much  of what we  study  in  phytoplankton  community  ecology. 
Parasites impose selection on their hosts, which in turn impose selection on their infective 
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parasites. This reciprocal selection may result in rapid antagonistic coevolution. Studies of 
coevolution  between  host  and  parasites  in  freshwater  ecosystems  are  among  the  best‐
studied examples, providing strong evidence for local adaptation of the parasites to their 
host populations (e.g., Lively & Dybdahl 1998; Dybdahl & Lively 1998). Microparasites of 
the  zooplankton,  in  particular  of Daphnia  have  been  studied  extensively  (e.g.,  Little & 
Ebert 2000; 2001; Capaul & Ebert 2003). Although there is a substantial body of literature 
about parasitic  fungi of phytoplankton,  to  the best of our knowledge  there  is very  little 
about the potential for coevolution between phytoplankton and their parasites.  
  At  the  onset  of  this  review, we would  like  to  emphasize  that  chytrids  are  indeed 
parasitic fungi of phytoplankton, and not for instance host specific predators. Definitions 
are given by Thompson  (1992). Characteristic of parasites  is  that  they:  i)  live  in  intimate 
association in or on their hosts; ii) are associated with their hosts for a major part of their 
life; iii) derive all or almost all of their food from one host; iv) die if their host dies prior to 
the  stage  to which  the  parasite  is  adapted  to  leave  its  host. All  of  these  characteristics 
apply  to  chytrids  and  their  algal  hosts,  as will  be  discussed  in  this  review.  Except  for 
zoospores (as a free‐swimming stage with a limited lifetime) and (in some species) resting 
spores, chytrids are attached to their hosts for their complete life cycle. They are nourished 
by nutrients that they extract from their host. A single parasite, during its lifetime, is only 
associated with a single host. If the host dies before the attached zoospore has developed 
into  a  fully  mature  sporangium  (for  instance  as  a  consequence  of  a  so‐called 
hypersensitivity  response)  the  parasite  dies  together  with  the  host.  In  contrast 
characteristic of a predator is that i) it kills its prey, unlike many parasites; ii) it eats several 
to many preys during its lifetime, unlike parasites; iii) it kills its prey quickly (Thompson 
1992). Of these criteria, the latter two do not apply to a chytrid parasite, but chytrids like 
Rhizophydium  planktonicum Canter  emend.  clearly do kill  their A.  formosa hosts,  just  like 
predators do. Common wisdom has it that parasites should evolve to minimize damage to 
their hosts on which they depend for survival and reproduction. Ebert & Weisser (1997), 
however, distinguish a specific group of parasites – named obligately killing parasites – 
that convert host biomass into parasite transmission stages and obligately kill the host in 
the process, as is indeed the case with chytrids. 
In this review, we will discuss advances in the study of algal chytrid parasites. Did the 
progress  in  molecular  sciences  have  an  impact  on  chytrid  studies?  Is  the  increased 
understanding of host‐parasite  co‐evolution  reflected  in work on algae and  their  fungal 
parasites?  In  the  review  we  mainly,  but  not  exclusively,  focus  on  the  more  recent 
literature. We would  like  to stress  that  this does not mean a disqualification of  the older 
literature,  of  which  especially  the  work  by  Canter  and  co‐workers  deserves  to  be 
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mentioned (see Canter‐Lund & Lund 1995  for a synopsis of their work). We will discuss 
ecological  and  evolutionary  aspects  of  chytrids  that  are  parasitic  on  phytoplankton, 
including i) phylogenetic relationships; ii) host specificity; iii) parasite’s life cycles; iii) field 
based studies of interactions between algae and chytrids; iv) growth regulation of chytrids 
by  environmental  factors;  v)  role  of  chytrids  in  phytoplankton  succession;  vi)  the 
importance of parasites like chytrids for foodweb studies; vii) algal defence mechanisms; 
and finally viii) the potential for co‐evolution between host and parasite.  
 
Chytrids general description 
The  aquatic  fungi  parasitic  on  phytoplankton mainly,  if  not  exclusively  belong  to  the 
Chytridiomycetes  (commonly  known  as  chytrids).  In  the  older  literature  (e.g.,  Sparrow 
1960), parasitic fungi of phytoplankton were also found to belong to the Oomycetes. More 
recent studies however show that Oomycetes do not belong to the Kingdom Fungi but are 
crown eukaryotes that are different from plants, animals and fungi (proposed Kingdoms 
for the Oomycetes are the Chromista and now also Stramenopila ‐ see for instance Paquin et 
al 1995; Schlegel 2003; Tyler 2002). The ‘fungi‐like’ Oomycetes have two types of flagellae, 
whiplash  and  tinsel;  chytrids  have  one posterior whiplash  flagellum. Oomycetes  have  a 
cellulose cell wall and  lack chitin, a characteristic  thought  to be  important  in separating 
Oomycetes  from  true  fungi.  Recent  work  however  questions  the  absence  of  chitin  in 
Oomycetes,  and  Slusarenko  &  Schlaich  (2003)  conclude  that we  have  not  seen  the  last 
taxonomic revision of this group. Importantly for the purpose of this review, the impact of 
parasitic  Oomycetes  on  phytoplankton  has  been  found  to  be  much  less  than  that  of 
chytrids, hence Oomycetes will not be considered further in this review.  
  The Chytridiomycota were  reported  for  the  first  time by Braun  (1886), who described 
them  as  follows  (in  German):  “Das  ganze  Pflänzchen  besteht  aus  einer  einfachen 
blasenartigen Zelle, welche  oft mit  einer wurzelartigen Verlängerung  in  die Zellen  des 
Nährorganismus  eindringt“  (the whole plant  consists  of  a  simple  vesicle  like  structure, 
which often penetrates  the host  cell with  a  root‐like  extension). The Chytridiomycota  are 
thought to be one of the oldest and most basal groups within the fungi. Chytrids in their 
life cycle develop a structure called a sporangium that produces mobile spores equipped 
with a flagellum, a long, whip‐like tail that aids in locomotion. Within the Chytridiomycota, 
there  is  a  considerable  amount  of  variation  in morphology  and  ecology.  Chytrids  are 
common  as  saprobes,  facultative  and  obligate  parasites  and  are  found  both  in  aquatic 
habitats (freshwater and marine) and in moist soils, (the unwalled, flagellated zoospores of 
chytrids  require water  for  dispersal).  Facultative  and  obligate  parasitic Chytridiomycetes 
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can be  found on plants, animals  (mostly  insects and ruminants), protists  (phytoplankton 
and  charophytes),  and  other  fungi. Morphological  variation  among  the Chytridiomycota 
ranges  from unicellular, coenocytic  to mycelium producing  species. Chytridiomycota,  like 
all other fungi, have chitin incorporated in their cell walls, although one species has been 
shown  to  have  a  cellulose‐based  cell wall  (Barr  1990; Longcore  1996; Powell  1993; Van 
Donk & Bruning 1992). 
 
Phylogenetic relationships 
The  phylum  Chytridiomycota  contains  one  single  class,  the  Chytridiomycetes,  and  is 
composed  of  five  different  orders:  Blastocladiales,  Chytridialis,  Monoblepharidales, 
Neocallimastigales  and  Spizellomycetales.  The  order  Chytridiales  is  the  largest  (about  80 
genera  and  500  species)  and  least  understood  group  within  the  Chytridiomycetes. 
Chytridiomycota are among a group of organisms sometimes referred to as “lower fungi”, 
and at  times also have been classified outside  the  fungi, a view opposed by others  (e.g., 
Barr 1990).   Molecular studies however, now  firmly place  the Chytridiomycota within  the 
fungal kingdom  (e.g., Bowman et al. 1992, but see Tehler et al. 2000). These studies also 
indicate that the phylum is genetically diverse and presumably polyphyletic (Paquin et al. 
1997;  James  et  al.  2000).  Longcore  (1996)  describes  the  history  of  chytridiomycete 
taxonomy  since  Sparrow  (1960).  The  thalli  of  most  chytrid  species  however  possess 
insufficient morphological characters  to construct an  informative phylogenetic  taxonomy 
(James  et al. 2000). Similar  thallus  forms are  commonly  found  in different phylogenetic 
groups.  Barr  (1990)  gave  an  outline  for  chytridalean  taxa  on  basis  of  the  sporangial 
development into families, and on basis of zoospore ultrastructure characters into genera. 
Patterns  of  sporangial  development  are  better  conserved  within  species  than 
characteristics of the mature sporangium (with presence or absence of operculation as the 
prime  characteristic). Doggett  and Porter  (1996b) put  forward  that ordinal  classification 
should also be supported by sexual characteristics such as plasmogamy and resting spore 
development.  They  discuss  this  as  a  basis  for  further  taxonomic  classification  of  the 
Chytridiales,  which  may  complement  the  ultrastructural  characteristics  that  are  now 
predominantly used. 
More recently, James et al. (2000) established further phylogenetic relationships among the 
orders  of  the  Chytridiomycota, with  special  emphasis  on  the  Chytridiales.  Their work  is 
based on sequence  information of the small subunit ribosomal DNA gene  in 54 chytrids. 
The  data  supported monophyletic  origins  for  the  Blastocladiales, Monoblepharidales,  and 
Neocallimastigales. Monophyly of the Chytridiales and Spizellomycetales was not contradicted 
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by  the  ssu  rDNA data.   Hence,  the molecular data underpin  the  taxonomy based upon 
ultrastructure  of  the  zoospores  (Barr  1990).  Four  separate  sub‐ordinal  clades  were 
identified  within  the  Chytridiales:  a  Chytridium  clade,  a  Lacustromyces  clade,  a 
Nowakowskiella  clade  and  a  Rhizophydium  clade.  The molecular  data  did  not  support  a 
classification based upon the type of development of the sporangium; particular types of 
development were not specific for particular clades. The study by James et al. (2000) did 
not  include  species  with  some  unique  characters  of  their  zoospores,  including 
Zygorhizidium  spp.  and Rhizophydium  planktonicum  (Beakes  et  al.  1993)  – which  are  the 
main  chytrids  to  be discussed  in  this  review. Beakes  et  al.  (1988)  show  that distinctive 
ultrastructural  characters  of  the  zoospores  in  two  Zygorhizidium  species  hinder  their 
positioning in the orders proposed by Barr (1980).  From their study, it seems unlikely that 
the two species are closely related, although they have been placed in the same genus. 
Addition  of  sequences  of  these  “atypical”  taxa  in molecular  phylogenies will  probably 
result in more clades than the four identified in the paper by James et al. (2000). More data, 
both  molecular  and  on  ultrastructure,  are  needed  for  an  informative  identification  of 
chytridalean genera, and an update of the monograph by Sparrow (1960). 
 
Lifecycle 
The life cycle of a chytrid (arbitrarily) begins with the attachment of a mobile zoospore to 
the surface of an algal host cell. Figure 3.1 shows zoospores of Zygorhizidium planktonicum 
Canter attached to their host Asterionella formosa Hassal.  
Figure 3.1. Scanning electron micrograph of zoospores (small spheres) and sporangia (large spheres) of the 
parasite Zygorhizidium planktonicum attached to the surface of host cells of Asterionella formosa. Zoospores 
penetrate the host cell by inserting a germ tube into the girdle zone. (SEM photo by E. van Donk). 
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Zoospores settle on diatom cells. Encystment is the second step and is completed when a 
hich enters the algal host cell via 
the girdle zone (Van Donk & Ringelberg 1983). The newly formed zoospores are released 
by a process called dehiscence. When the released zoospores infect another algal cell, the 
process  is repeated (Canter Lund & Lund 1995). During dispersal, the zoospores depend 
on internal energy storage (Holfeld 2000a). The attached zoospores completely depend on 
the  host  cell  for  nourishment  and  their  development  into  mature  sporangia.  The 
production  of  thick  walled  sexually  or  asexually  produced  resting  spores  has  been 
described  for  different  chytrids  infecting  A.  formosa  (Beakes  et  al.  1993).  Sexual  spore 
production has,  for  instance, been  observed  in Zygorhizidium  affluens Canter, but not  in 
Rhizophydium planktonicum. The resting spores may serve to survive periods with adverse 
environmental  conditions. The haplontic  life  cycle  of Zygorhizidium  planktonicum Canter 
with  both  the  sexual  and  the  asexual  phase  is  shown  in  Figure  3.2  (from Doggett  and 
Porter  1996b).  Sexual  reproduction  takes  place  by  gametangial  copulation.  The  female 
thallus  develops  from  a  zoospore,  in  the  same  way  as  a  sporangium  does,  but  no 
ng 
ngelberg 
1983). The recipient thallus becomes a thick walled resting spore.  
 
Host specificity  
The specific attachment (and encystment) of zoospores onto a particular host or group of 
algae  indicates  that specific signals are  involved  in  the attraction of zoospores. How  the 
zoospore surface receives and transduces signals is not widely explored, but it is generally 
known  that  mechanisms  for  cell  response  to  environmental  triggers  typically  involve 
glycoprotein receptors on the cell surface. Glycoproteins at the zoospore surface have been 
suggested to be the potential site involved in encystment or recognition of environmental 
cues, but the chemical composition of chytrids zoospores has not been established (Powell 
1994).  Mobile  cells  of  many  chytrids  have  been  shown  to  respond  to  a  variety  of 
environmental  factors,  including  light,  nutrients,  pheromones,  and  host  secreted 
compounds  (see  Powell  1994). Muehlstein  et  al.  (1988)  found  that  strains  of  a marine 
Rhizophydium  species were  positively  attracted  to  both  amino  acids  and  carbohydrates; 
amino acids were only weak stimulators. Holfeld (2000a) postulated that the presence of 
non‐host algae interferes with the detection of the proper host by the fungal zoospores. 
thickened  wall  is  formed  around  the  zoospore.  In  a  successful  infection  process,  the 
encysted zoospore will develop into a mature sporangium. The most common subsequent 
step after encystment is the formation of a germ tube, w
zoospores are formed. Other zoospores remain small and behave as male thalli, emptyi
their contents into the female thallus through conjugation tubes (Van Donk & Ri
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The proportion of the host within the total phytoplankton community at which infection, 
more  specifically an  increase  in  the degree of  infection,  can be observed  is a  reasonable 
measure of the zoospores ability to detect and locate their hosts. 
Figure 3.2. Life cycle of Z. planktonicum (from Doggett and Porter, 1996b). The asexual infection phase (A‐D) 
is characterized by uninucleate, haploid thalli (A) that differentiate into operculate zoosporangia (B). Upon 
release  (C),  the  uniflagellate  zoospores  (D)  give  rise  to  either  asexual  thalli  or  incipient  gametangia  (E). 
exual  reproduction  is  evidenced  by  heterothallic  gametangia  (E‐G),  which  fuse  by  means  of  a  single, 
 Plasmogamy immediately follows wall fusion and the donor protoplast migrates 
ngium, which  in  turn becomes  the  thick walled resting spore  (G). Following wall 
 
m 
S
epibiotic conjugation tube.
into  the recipient gameta
deposition,  the nuclei  fuse  and  the  zygotic nucleus  remains undifferentiated  throughout  spore dormancy 
(H). Meiosis occurs within the newly formed meiosporangium following resting spore germination (I). The 
haploid zoospores are released by an operculate meiosporangium (J). 
 
Holfeld (2000a) related the proportion of the biovolume (of the total biovolume) of seven 
different host species (mainly diatoms) to changes in the absolute density of infected cells 
of  the particular host  species  (chytrids  studied were  several different Rhizophydium  and 
Zygorhizidium  spp.  and  Hapalopera  piriformis  Fott).  In  all  host  species  (an  increase  in) 
infection was observed, even at low host proportions of the total biovolume. Parasitism at 
such  dilute  host  concentrations  seems  contradictory  to  the  poor  specificity  of parasite 
zoospores that emerges from the work by Canter & Jaworski (1981, 1982). They found that 
the attraction of chytrid zoospores to algal hosts was not very specific at all: attraction of 
monospecific zoospores (i.e., from a single species) was recorded to a wide range of hosts, 
including pennate and centric diatoms, the green alga Staurastrum and the cyanobacteriu
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Oscillatoria  (Planktothrix). Gromov  et  al.  (1999)  found  that  some  fungal  strains  had  very 
broad host ranges, some rather narrow. The extend to which chytrids are truly host specific 
has  not  been  fully  investigated.  Holfeld  (2000a)  suggests  that  zoospore  losses  on  the 
wrong  host  are  prevented  because  the  attraction  to  cells  is  reversible. Host  specificity 
would  occur  during  than  at  the  earlier  stage  of 
chemotaxis. Doggett &    Z.  planktonicum  (in  Lake 
Lanier  a  parasite  of  three s  loosely  adhered  to  A. 
formosa  (even  up  to  ten  tube  intrusion  was  never 
observed.  Successful    be  induced  by  altered 
environmental  conditions  or modified  temperature), 
or in mixed cultures containi
 
Algae – chytrid interactions
We will  now  discuss  that  describe  the  epidemic 
development  of  chytrids    hosts. Most  field  studies 
stress the fact that parasitism moribund cells. In contrast, 
the whole population of healthy, dividing host  cells  seems  susceptible  to  infection, and 
encystment  of  the  zoospores,  rather 
Porter  (1995)  found  that  zoospores  of
  different  Synedra  species)  sometime
zoospores  per  colony),  but  germ 
parasitism  on  A.  formosa  could  not
(decreased  silica, altered  irradiance 
ng the diatom Synedra.  
 in the field 
examples  of  relatively  recent  studies 
in  natural  populations  of  their  algal
 is not restricted to weakened or 
healthy cells may even be preferred by  the parasites. Parasites can appear when growth 
conditions are favourable for the algal hosts. The population of the host and the parasite 
may even temporarily increase simultaneously. In order to describe the severity of fungal 
attacks  it  is  common  to plot  the proportion  of  infected host  cells  in  their population,  a 
parameter described as prevalence of infection, Pr (e.g., Bruning 1991c; Holfeld 2000b): 
)(
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i
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NP +
×=
where Ni is the number of infected cells, and Nu is the number of uninfected cells within 
the  host  population.  Generally,  Pr  is  referred  to  as  the  percentage  of  infected  hosts. 
Bruning  (1991c) warns against  the use of Pr, since  it not only depends on  the severity of 
parasitism, but also  includes production and other  loss processes of  the phytoplankton. 
For  instance, at high water  temperatures and relatively  low nutrient  levels  (that still allow 
sporangia of the chytrid Rhizophydium planktonicum to develop comparatively fast, while its 
host A. formosa only grows slowly) populations of this diatom will start to decline already at 
a prevalence of  infection of 0.18. Or when other  loss processes  like grazing or  sinking are 
active even at lower prevalences. However, at low temperatures and growth saturating light 
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and nutrient  levels,  increase of  the diatom population  is possible at prevalences up  to 0.75 
(Bruning et al. 1992). 
For an estimation of the  impact of fungal phytoplankton parasites, cell counts of host‐ and 
parasite populations  should at  least be  combined with measurements of  the development 
time of  the  fungal sporangia  (Bruning et al. 1992). Yet because of  the  frequent use of Pr  in 
literature, we will make references to these percentages nevertheless. The mean intensity of 
infection  (î)  is a quantification of  the mean number of parasites per  individual host  in a 
population, where Np is the number of attached parasites and Nh the number of host cells. 
Multiple infections (more than one parasite per host cell) have no special effect on Pr but 
do raise î. 
hN
pNi =ˆ
The dynamics of  the  infection of  the diatom A.  formosa by  the chytrid Z. planktonicum  in 
Lake Maarsseveen, The Netherlands over a number of years are shown in Figure 3.3.  
Figure 3.3. Infection of A.  formosa by chytrids  in the field 1978  ‐ 1988. Abundance of the diatom A.  formosa 
observed in the upper 10 metres of Lake Maarsseveen (squares) and the prevalence of infection (circles). 
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The figure distinguishes the dynamics in both the host (infected and uninfected) A. formosa 
and the chytrid Z. planktonicum (expressed as Pr) populations. The prevalence of infection 
parasites  of A.  formosa  in  relation  to  limnological  factors  in  Shearwater.  The 
main  epidemics  of Z.  planktonicum  coincided with  low water  temperature  (<  5  oC);  the 
highest prevalence of infection (63 %) was recorded under ice (i.e., in contrast to the 
epidemics  in Lake Maarsseveen). Parasites   absent  at  elevated water  temperatures. 
ent 
to explain the course of the epidemics.  
ed 
/o  Coelastrum,  (two  different  species), Oocystis  lacustris  Chodat,  Kirchneriella  obesa  (W. 
(host cells with any of the fungal stages attached) sometimes reached up to 90%, but the 
maximum value of Pr varied largely between (and within) years. Temperature seemed to 
be a major controlling variable; cold periods with extended  ice cover suppressed  fungal 
development and allowed A. formosa to reach a dominant position in the spring bloom of 
the phytoplankton. Freezing of the lake forced Z. planktonicum to form resting spores, and 
it  required  an  extended period of  elevated  temperature  (i.e.,  above  freezing)  to become 
infective again (Van Donk & Ringelberg 1983). Sen (1987a) also addresses the occurrence 
of  chytrid 
 even 
 were
Lake  level, pH,  and  irradiance  also  affected  the  epidemic development  of  the  chytrids, 
although  it  is  difficult  to  distinguish  any  direct  effects  of  these  factors  on  chytrids  life 
history from their effects on host density. No single non‐biological factor seemed suffici
  The  occurrence  of  epidemics  primarily  required  high  host  cell  densities.  Hence, 
parasites  would  show  up  whenever  host  cell  densities  were  high  enough,  almost 
irrespective  of  the  environmental  conditions.  The  studies  of  Sen  on  the  occurrence  of 
chytrids in Shearwater (UK) included other hosts, besides A. formosa (Sen 1987a). A series 
of  papers  describes  the  findings  for  the  diatom  Fragilaria  crotonensis Kitton,  for  several 
centric  diatoms  (Meloisra,  Cyclotella,  Stephanodiscus),  for  the  cyanobacterium Microcystis 
aeruginosa  Kuetz.  Emend.  Elenkin,  and  for  several  green  algae  (Sen  1987b,c,  1988a,b). 
Whereas the results for Fragilaria resembled those for A. formosa (for instance up to 55% of 
the  host  cells  were  infected),  infections  on  centric  diatoms  were  low  (e.g.,  <  1%  on 
Melosira), despite the presence of high host cell densities. The prevalence of infection was 
too low to exert any real effect on growth of the host populations. Rhizidium microcystidis 
Bülent Sen was described as a (novel) parasite of the nuisance cyanobacterium Microcystis. 
Maximum infection levels were high (90%), but in this case the occurrence of the parasites 
was correlated with two limnological factors: temperatures > 15 oC and an increase in pH.  
Clearly, there are also environmental factors correlated with (partially instrumental in) 
the  blooming  of  the  host,  Microcystis.  As  with  A.  formosa,  host  cell  density  and  not 
environmental factors per se will be the decisive factor in the occurrence of the Rhizidium 
parasitic on Microcystis. Green algae  that were  found  to be  infected by chytrids  includ
a
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West)  Schmiddle,  Dictyosphaerium  pulchellum  Wood,  Staurastrum  spp.,  and  Pandorina 
morum (Muell.) Bory. The main chytrid involved resembled Zygorhizidium parvum Canter. 
Infection  levels  varied  between  hosts  but  could  be  relatively  high,  as  in  the  case  of 
Staurastrum (85%), Coelastrum (up to 36%) or Kirchneriella (26%). Nevertheless, Sen (1988b) 
concluded that parasitism showed no marked effect on the growth of the green algal host 
populations.  
In a survey of  the occurrence of  fungal parasites,  their seasonality, resource dependency 
and  specificity Holfeld  (1998)  found a  total of 27 different phytoplankton  species  in  the 
Schösee  (Germany)  that were  infected.   The  host  species  belonged  to  the Cyanophyceae, 
Bacillariophceae  (diatoms),  Chlorophyceae  (green  algae),  Chrysophyceae  and  Dinomastigota. 
Holfeld  (1998)  reported  that  almost  all  fungi  were  monocentric,  eucarpic  chytrids, 
although holocarpic, endobiotic, biflagellate fungi were seen occasionally (this latter group 
‐ Oomycetes  ‐ no  longer classify as  fungi). Seasonal peaks  in host cell density commonly 
were accompanied by maximum intensities of parasitism. A. formosa was infected by four 
different chytrids: Rhizophydium planktonicum, R. tetrageneum Canter, Zygorhizidium affluens 
and Z. planktonicum. Zygorhizidium was  the dominant genus with epidemic development 
of Z. planktonicum in summer, and Z. affluens in February / March; in late spring followed 
epi
again by Z. planktonicum. Studies of the ultrastructure of the zoospores of these A. formosa 
parasites  have  shown  that  the  zoospores  are  clearly  different,  and may  not  be  closely 
related (Beakes et al. 1993). It is suggested that the parasites have independently evolved a 
host‐specific association with A. formosa. 
  The prevalence of infection of A. formosa in the Schösee (Holfeld 1998) peaked at more 
than 50%. Even higher percentages (80 %) were observed for several Stepanodiscus species. 
Three  different  species  of  Stephanodiscus were  infected,  but  by  three  different  chytrids, 
which did not transgress the species border. Fungal infections could be observed in almost 
any water sample. The proportion of infected cells within the total phytoplankton volume 
usually  remained  below  1%,  but  occasionally  >  10% was  recorded.  The  primary  factor 
determining the absence / presence of a particular chytrid was the availability of a suitable 
host. Epidemics, even with the same host‐fungal system were seen during different times 
of  the year, under  strikingly different  limnological  conditions. Given  the  importance  of 
host availability, it is to be expected that there is a minimum threshold in host density for 
demic  development.  This  threshold  value  differed  between  algal  species:  the 
relationship  that emerges  is  that  larger hosts  (based upon biovolume) can be  infected at 
lower population densities. For  instance, whereas for A.  formosa 10‐12 cells mL‐1 sufficed, 
50 cells mL‐1 were needed for Ankyra judayi Fott. Other authors reported somewhat higher 
thresholds  for A.  formosa  (e.g., 30 cells mL‐1  in Van Donk & Ringelberg 1983 and 90 cells 
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mL‐1 in Sen 1987a), although lower values are mentioned as well (3‐4 cells mL‐1 in Kudoh 
& Takahashi 1990).  
Kudoh & Takahashi  (1992) put  forward  the  idea  that  the  limited  searching  ability  of  a 
zoospore is (partially) responsible for host density depended parasitism. Based upon data 
by Bruning (1991b), who determined that the infective lifetime of a zoospore was about 8 
days, and  its  searching efficiency was about 5 μL cell‐1 d‐1,  the authors conclude  that an 
 host cells to small ones: the median diameter of 
f
individual zoospore can only search 40 μL of water during its lifetime.  
  Holfeld (2000b) established the type of distribution ‐ even, random or aggregated ‐ of 
the chytrid Zygorhizidium within  their host population,  the diatom Stephanodiscus alpinus 
Hustedt,  during  an  11‐day  epidemic. He  also  addressed  the  changes  in  host  cell  size 
during the epidemic, and the effect of host cell size on size and fecundity of the parasite. 
No evidence for an aggregated  type of distribution (which  is common for parasites) was 
found,  indicating  that  there  was  no  variation  between  hosts  in  their  susceptibility  to 
infection, and that infections occurred independently of each other (Figure 3.4).  
Holfeld  (2000b) points out  that  the  lack of aggregated parasite distribution also signifies 
that zoospores are dispersed singly, not  in clumps. No evidence for an even distribution 
was found either. An even distribution would have implied density dependent mortality 
of algae, selective mortality of hosts with multiple infections or induced resistance against 
infection. Thus, the random distribution of the parasites contradicts the occurrence of any 
of these phenomena in the field (Holfeld 2000b).  
  Zygorhizidium seemed to prefer larger
infected host cells always exceeded that of uninfected hosts (the relationship between host 
cell  size  and  infection,  however  has  to  be weak,  otherwise  an  aggregated  distribution 
would be observed). Also,  the volume of a dehisced sporangium was  found  to correlate 
positively with the volume of the (dead) host cell. The “quality” of the host cells decreased 
during  the epidemic. Larger host cells were observed at  the onset, providing a basis  for 
high  parasite  fecundity,  and  facilitating  the  establishment  of  the  parasite  population. 
  Other  studies  that  observed  size  selectivity  however  do  not  support  this  notion 
entirely:  in  A.  formosa  populations  in  Shearwater  intermediate  sized  frustules  colonies 
were more parasitized than larger or smaller ones (Sen 1987a). Lund (reference in Doggett 
&  Porter  1996a)  originally  proposed  that  germination  of  dormant  resting  spores  of 
chytrids a ter a  return of  favourable conditions may provide  the  inoculum  for  recurring 
epidemics.  Field  studies  relate  epidemics  of  chytrids  to  periods  with  increased  lake 
turbulence (Doggett and Porter 1996a). An increase  in turbulence may resuspend dormant 
spores  from  the  lake  sediment,  after  which  the  different  (e.g.,  increased  light  and/or 
temperature)  conditions  in  the  epilimnion  may  induce  germination.  Van  Donk  & 
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Ringelberg  (1983)  observed  that  resting  spores  germinated  at  temperatures  >  4  oC, 
coinciding with an  increase  in host density  in Lake Maarsseveen.  It has been  suggested 
a
that fungal periodicity may even be largely determined by resting spore germination and 
the  concomitant  effects  of  lake  mixing  (Doggett  &  Porter  1996a).  These  authors 
investigated  the  environmental  conditions  responsible  for  the  onset  of  dormancy  and 
germination in Zygorhizidium planktonicum f. sp. Synedrae. 
Figure  3.4.  Distribution  of  chytrids  in  their  host  population  (from  Holfeld,  2000b).  Distribution  of 
Zygorhizidium sp. parasite individuals within their host population in the lake and in some enclosures within 
the lake. Solid line: theoretically perfect even‐parasite distribution. Dotted line: theoretically perfect random‐
parasite  distribution.  Circles  indicate  which  observations  were  not  significantly  different  from  values 
predicted  by  a  perfectly  random  distribution  (chi‐square  test,  p  >  0.05).  Triangles  indic te  significant 
differences between observations and corresponding values predicted by a perfect random distribution (p < 
0.05). It is obvious that, especially in the lake, the distribution of chytrids in their host population does not 
differ  significantly  from  a  random  distribution.  The  absence  of  an  even  distribution  contradicts  the 
occurrence of density dependent mortality of algae, selective mortality of hosts with multiple infections, or 
induced resistance against infection in the lake. 
 
Environmental  conditions  that  stimulated  germination  –  mainly  a  water  temperature 
between  10‐13  oC,  during  isothermal  conditions  following  the  seasonal  overturn  of  the 
previously stratified water column ‐ are exactly those that favour diatom blooms.  
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Diatoms prefer well‐mixed conditions, because their  large size and high buoyant density 
results in large sedimentation losses during periods of quiescence. The early stages of the 
infection may depend on the delivery of a synchronous cohort of  infecting zoospores, as 
could result from the synchronous germination of resting spores. Experiments with resting 
spores  of  Z.  planktonicum  showed  that  this  is  a  possible  scenario:  spores  survive  long 
enough  (at  least  250  days)  to wait  for  isothermal  conditions,  and  germination may  be 
triggered by relatively small increases in temperature (Doggett & Porter 1996a). 
 
Dependence of infection
Field evidence seems to   with periods of reduced 
temperature and  / or   & Ringelberg 1983; Sen 
1987a; Dogget & Porter  water temperatures ‐ that 
lead  to extended periods of chytrid parasites of A. 
formosa was  halted  (Van   light  and  turbulence  in 
addition  to  temperature   have an  impact on  the 
epidemic  development  of e  apparent  contradictory 
observations  in  the  field   attention  to  controlled 
experiments  in  the  the  relationship  between 
environmental  conditions different  host  densities.  As 
stated by Van Donk &  populations did not clarify 
the  circumstances under    to become epidemic. 
This may  be  due  in  part   parameters  commonly 
change simultaneously  in aquatic systems. The  fact  that environmental  factors can affect 
 able to become epidemic under both winter and summer conditions, namely under the 
tions of 
 on environmental factors 
suggest that chytrid infectivity coincides
increased  lake  turbulence  (e.g., Van Donk
1996a). On the other hand, at very low 
 of  ice cover  ‐ epidemic development 
 Donk &  Ringelberg  1983). Obviously
are affected by  ice cover, and this would
  chytrid  fungi.  It was  exactly  for  th
  that  Bruning  (1991a‐d)  shifted  his
laboratory,  and  attempted  to  disentangle 
  and  development  of  chytrids  at 
Bruning (1992) observations on natural 
which  the  fungi multiply quickly enough
  to  the  fact  that  several  environmental
the growth rate of an alga as well as several growth parameters of  its parasite,  is surely 
one  of  the  reasons  why  it  is  not  easy  to  discern  environmental  effects  from  field 
observations, as has been  tried by,  for  instance, Van Donk & Ringelberg  (1983) and Sen 
(1987a‐c,  1988a,b).  Dogget  &  Porter  (1996a)  observed  that  the  consequences  of  fungal 
parasitism  could  not  be  establish  beyond  doubt,  since  other  factors  such  as  nutrient 
deficiency,  temperature  and  predation  also  influenced  host  populations.  In  Lake 
Maarsseveen A. formosa often blooms twice a year: winter/early spring and summer – see 
Figure 3.3, although usually the winter bloom and fungal epidemic are larger. The fungus 
is
combination of  low  temperature x  low  light and high  temperature x high  light  (Bruning 
1991c). Other  combinations  of  light  and  temperature may  be  prohibitive  for  epidemic 
development, unless the host cell density is sufficiently high. Under some combina
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temperature  x  light  no  epidemic  development  is  possible  at  all.  Even  survival  of  the 
fungus may be in danger when low temperatures are combined with high light conditions. 
After  infection,  a  chytrid  zoospore  produces  one  sporangium  that  releases,  after  a 
development  time of  (d) days,  (n) new zoospores,  each with  infectivity  (i) and  infective 
lifetime  (q).  These  factors  were  determined  in  the  experiments  of  Bruning  (1991a‐d). 
Growth and epidemic development of  these parasites may be affected by environmental 
factors since these factors alter the values of d, n, i, and q. As an example, Figure
th
 3.5 shows 
e  effect  of  light  on  the  growth  parameters  of  Rhizophydium  planktonicum,  a  common 
1991b).  chytrid parasite of the freshwater diatom A. formosa (Bruning 
Figure 3.5. Effects of light on fungal infection of A. formosa (from Bruning, 1991b). The effects of light on the 
specific  growth  rate  of A.  formosa  (μ)  and  on  the  growth parameters  of  the parasite R.  planktonicum:  the 
infective lifetime of the zoospores (q), the development time of the sporangia (d), the zoospore content of the 
mature sporangia (n), and the infectivity constant (i). Parameters are plotted as % of maximum value. 
 
The  infectivity of  the zoospore and  the number of zoospores per sporangium decreased 
when the host became light‐limited, and also the development time of the sporangia was 
slightly  reduced. No  effect  of  light  on  the  infective  lifetime  of  the  zoospores  could  be 
detected.  Infection  of A.  formosa  by R.  planktonicum was  halted  completely  in  the dark, 
since zoospores  cannot attach  to  the host  in  the absence of  light. Reduced  infectivity of 
chytrid  zoospores  at  low  light  intensities  has  been  reported  by  others,  e.g.,  Canter  & 
Jaworski  (1986).  Chytrid  zoospores may  use  excretion  products  of  the  host  (related  to 
photosynthesis)  to  find  or  recognize  host  cells,  so  it  is  possible  that  light  limitation 
interferes with chemotaxis. A phytoplankton parasite can only become epidemic when the 
parasite  population  increases  faster  than  the  host  population,  since  otherwise  the 
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prevalence  of  infection  decreases.  Therefore,  it  has  been  suggested  that  epidemics  in 
phytoplankton populations arise more easily when the growth conditions for the host are 
unfavourable  (Reynolds 1984; Kagami & Urabe 2002). Not all  field observations support 
such a generalisation however, since several fungal epidemics have been reported in fast 
growing phytoplankton populations, during optimal external conditions for the host (e.g., 
Van Donk & Ringelberg 1983; Sen 1987a). The effects of light on the growth parameters of 
R.  planktonicum may  explain why  unfavourable  growth  conditions  for  the  host  do  not 
necessarily favour epidemic development, since not only the growth rate of the host, but 
also production and infectivity of the chytrid zoospores, and therefore the growth rate of 
the parasite are affected by low light irradiances (Figure 3.5). 
When  light  limitation,  or growth  more  than  algal 
growth,  this  factor will    development,  despite  a 
reduction  in algal growth light  limitation on growth 
and  epidemic  development, minimum  host  cell  density 
required for growth of the  the host density at which 
the parasite can grow faster  development). 
The thresholds were   the host and the growth 
parameters d, n,  i and q   experimentally  (Figure 
3.6).  
  any  other  factor,  depresses  fungal 
hamper  rather  than  promote  epidemic
 rate. In order to  judge the effects of 
  Bruning  (1991b)  calculated  the 
 parasite (the survival threshold), and
 than the host (the threshold for epidemic
calculated as functions of the growth rate of
of  the parasite,  that were all determined
Figure 3.6. Threshold host densities (from Bruning, 1991b). Threshold host cell densities for survival (filled 
symbols) and epidemic development (open symbols) of the chytrids, plotted against the light intensity (left) 
and relative light limited growth rate of the host A. formosa (right).  
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The survival threshold increased when A. formosa became light‐limited, which means that 
the parasite needed higher host densities to grow, or grew slower at a given host density 
when  the  host  was  light‐limited.  Thresholds  for  epidemic  development,  however 
decreased  at  moderate  light  limitation,  and  increased  only  at  severe  limitation.  So  it 
appears  that a moderate  light  limitation of A.  formosa will  favour  the development of an 
epidemic, in spite of the fact that growth of the parasite is reduced under such conditions. 
  Several investigators found indications that temperature may be an important factor in 
the occurrence of phytoplankton parasites (e.g., Van Donk & Ringelberg 1983; Sen 1987a,b) 
Temperature affected also  the possibilities  for R. planktonicum  to become epidemic  in A. 
formosa populations  (Bruning 1991d). At  low  temperatures,  the development  time of  the 
pment of  the parasite shows a  relatively  flat plane at  temperatures > 7  oC, and at 
irradiances down to 15 μmol photons m‐2 s‐1.  
 parasitic chytrid. 
sporangia  of  this  parasite  increased,  an  effect  that was  only  partly  counteracted  by  an 
increased number of zoospores per sporangium and an increased infective lifetime of the 
zoospores. As  a  consequence,  the maximum  growth  rate  of  the  parasite  fell  below  the 
maximum  growth  rate  of  the  host  at  temperatures  below  5  oC, which makes  epidemic 
development  at  low  temperatures  only  possible when  the  growth  rate  of A.  formosa  is 
severely reduced, for instance by light limitation.  
  Figure 3.7 describes the combined effects of light and temperature on the occurrence of 
the  parasite.  The  contour  plot  for  the  threshold  host  density  allowing  epidemic 
develo
Figure  3.7. Light  ‐  temperature  interaction on R.  planktonicum  (from Bruning,  1991c). Effects of  light  and 
temperature on  the occurrence of R. planktonicum. Contour  line  labels represent  the host  threshold density 
values (cells mL‐1) for epidemic development (a) and survival (b) of the
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Chapter 3 
Here  the  effects  of  light  and  temperature  are  limited. However,  under  environmental 
conditions below  these  levels  epidemic development  is halted  rather  abruptly  (Bruning 
1991d).  Inhibition of epidemic development at very  low  temperatures has actually been 
observed under natural conditions by Van Donk & Ringelberg (1983) for Z. planktonicum. 
They found that in Lake Maarsseveen inhibition of the fungus coincided with ice‐periods 
without snow cover. Under these conditions, A. formosa still grew well and was able to out
compete other diatom species, because of the absence of parasitism and its higher affinity 
for phosphorus (Van Donk 1989).  
  Kühn & Hofmann  (1999)  studied  the  effect  of  turbulence  on  infection.  Turbulence 
enhances  the encounter rate between host cells and zoospores, but reduces contact  time. 
Moreover,  turbulence  can  induce  shear  around diatom  cells  and potentially disturb  the 
gradients  in  extracellularly  released  substances  that  act  as  attractant  in  chemotaxis, 
making  it  more  difficult  for  chemosensory  organisms  to  detect  the  algae.  Kühn  & 
Hofmann (1999) hypothesise that in addition to a minimum threshold density of host cells, 
there may be a critical level of turbulence above which epidemics fail to develop.  
 
 
  i
sts,  i.e.  on  the  phytoplankton  community. 
Infection  of  one  algal  species  may  favour  the  development  of  other  algal  species,  thus 
parasitism can be  parasitism 
as a controlling  Most aquatic 
studies, trying to  ctors and on 
grazing  by  the   model  of 
phytoplankton  succession  of 
phytoplankton  (in   steering 
factors  of  this  ose  factors. 
Nonetheless, earlier parasitism 
on  plankton  Fragiliaria 
crotonensis  by Rhizophydium  fragelariae Canter.  Their  populations  collapsed  despite  high 
specific  fungi can be  replaced by ecologically  similar  species, provided  that growth  rate 
and  inoculum  are  sufficient.  Sommer  (1987)  gives  an  example  where  Fragiliaria  was 
Phytoplankton succession 
This section, like one of the earlier sections  s based upon field observations. Whereas the 
earlier section  focused upon  the dynamics and epidemiology of  the parasite,  this section 
describes  the  impact  of  chytrids  on  their  ho
an important factor controlling seasonal succession. Yet fungal 
factor in algal populations still is a neglected area of research. 
quantify algal mortality, concentrate on physical‐chemical fa
herbivorous  zooplankton. The PEG  (Plankton Ecology Group)
succession  (Sommer  et  al.  1986)  summarizes  the  seasonal 
  deep  stratifying  lakes  like  Lake  Constance)  and  the  main
succession  in  17  discrete  steps.  Parasitism  is  not  among  th
 work by Sommer (1984) had shown the potential impact of 
dynamics  in  Lake  Constance  by  causing  high  mortality  of 
growth  rates.  Sommer  (1987)  states  that  fungal  parasites  seem  to  be most  common  on 
algae, which  are  fairly  resistant  to grazing by  zooplankton. Species  eliminated by host‐
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replaced by Sthepanodiscus binderanus Krieger; however, he also gives an example where 
Ceratium hirundinella Muller could not be replaced, since the inoculum and growth rate of 
the only candidate, Peridinium cinctum Muller, were too low.  
  The first studies on fungal parasites of planktonic algae, gave no evidence whether  the 
fungi had any real effect on the algal population (e.g., De Wildeman 1931; Huber‐Pestalozzi 
1946). Weston (1941) was perhaps the first to review the role of aquatic fungi  in  limnology 
and pointed  to  the  ability of  fungal parasites  to  control  the numbers  of planktonic  algae. 
Reynolds  (1940)  showed  that  a  chytrid  fungus  reduced  a  population  of  Staurastrum 
arap doxum  Meyer. However,  the  significance  of  the  phenomenon was  not  quantitatively 
assessed until  the  studies  of Canter & Lund  (e.g.,  1951),  focussing  on  the diatoms  of  the 
English Lake District  (A.  formosa, Fragilaria  crotonensis, Tabellaria  fenestrate  (Lyngb.) Kützing 
and Melosira italica (Ehr.) Kütz, parasitized by chytrids. Canter and Lund stated that chytrids 
may delay  the  timing  of maximum  algal  numbers,  or decrease  the  size  of  their maximal 
densities. One of the first examples of parasitism as a factor influencing seasonal succession 
was the replacement of a highly infected A.  formosa population by Fragilaria crotonensis and 
abellaria fenestrate in Erstwhile Water in 1949 (Canter & Lund 1951). Canter & Lund (1969) 
  desmid  populations  did  not  alter  the  overall  seasonal 
T
found  that  fungal  parasitism  of
patterns of the major groups of algae, but that it did have a marked effect on the outcome of 
interspecific competition. Reynolds (1973) stated that one important effect of the epidemic of 
the chytrid  fungus Zygorhizidium affluens on A.  formosa  in Crose Mere  (UK)  in 1968 was  to 
permit  the  dominance  of  Stephanodiscus  astraea  (Ehr.)  Grün,  which  was  typically  sub‐
dominant in non‐epidemic years. Youngman et al. (1976) found that the growth of A. formosa 
in  Farmoor  Reservoir  (UK) was  interrupted when  44%  of  the  cells were  parasitized  by 
Zygorhizidium affluens. This  infection  favoured  the development of Stephanodiscus hantzschii 
Grün  and  S.  astraea.    Sen  (1987a)  presents  data  to  show  that  parasitism  on  A.  formosa 
interrupted  its  vernal  development  in  some  years.  Centric  diatoms  took  over  in  the 
phytoplankton  community.  Van  Donk  &  Ringelberg  (1983)  also  showed  that  severe 
parasitism of A.  formosa  in Lake Maarsseveen  favoured  the development of other diatoms, 
primarily Fragilaria crotonensis, S. hantzschii, and S. astraea. 
 
Foodweb analysis 
We  have  seen  in  the  previous  section  that  chytrids  can  change  the  succession  of 
phytoplankton,  and  can  reduce  algal  bloom  densities.  Shifts  in  the  phytoplankton 
community may affect  the uptake of particles or alter  the  food quality  for zooplankton. 
Marcogliese & Cone (1997) made a plea for the inclusion of parasites in foodweb studies. 
Foodweb  analysis  usually  is  structured  around  transfer  of  energy  and  carbon  between 
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different  trophic  levels.  Parasites  seem  to  have  no  place  in  this,  because  of  their 
insignificant biomass (insignificant biomass but significant effects). If included in a model, 
parasites  are  often  considered  to  be  top  predators.  Effects
include amongst others energetic demands, altered behaviour,  reduced growth,  reduced 
fecundity,  increased mortality, modification  of  interspecific  competition,  and  enhanced 
susceptibility  to  predation.  It  is  immediately  clear  that  parasites  can  be  extremely 
important in shaping communities and (aquatic) ecosystems, although they do so without 
consuming much of the foodwebs energy.  
  What  is  the  fate  of  the  parasitic  fungi  in  the  foodweb?  A  number  of  processes 
potentially contribute  to population  losses of  the  fungi. Dead  fungi will be converted  to 
dissolved organic matter  (DOM), which  in  turn may be consumed by bacteria. Recently, 
another possible fate of one of the life stages of the chytrids was studied. It was found that 
fungal zoospores are grazed efficiently by Daphnia galeata (see Figure 3.8 ‐ from Kagami et 
al.  2004).  The  density  of  zoospores  during  an  epidemic may  be  in  the  same  order  of 
magnitude as  the density of  (edible) phytoplankton cells,  i.e., several  thousands per mL. 
This implies that fungal zoospores may be a food source of some importance for Daphnia 
during fungal epidemics.  
Figure 3.8. Grazing on zoospores of Zygorhizidium planktonicum by Daphnia
  of  parasites  on  their  hosts 
 galeata. An increase in D. galeata 
iomass reduces the number of zoospores that remains available for infection of Asterionella formosa. 
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Chytrids  seem  to  be most  common  on  algae, which  are  fairly  resistant  to  grazing  by 
zooplankton,  such  as A.  formosa  and  Staurastrum  (Sommer  1987). Because  of  their  large 
size, these algae are believed to be lost mainly through sedimentation to the hypolimnion 
of lakes, without being consumed (Malone 1980; Kiørboe 1993; Legendre & Le Fèvre 1991). 
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When those large algae are infected by fungi, however, materials (nutrients) within those 
algal  cells  are  consumed  by  the  parasitic  fungus  allowing  it  to mature  and  reproduce. 
Some of the nutrients may now become available to Daphnia when the released zoospores 
are filtered and consumed. Even if fungal parasitism reduces phytoplankton populations, 
fungi  may  still  support  animal  production  through  the  grazing  by  Daphnia  of  fungal 
zoospores.  Fungi may  perhaps  even  facilitate  animal  production  through  transporting 
materials  from  large  inedible algae  to zooplankton. Overall,  it  is clear  that parasites  like 
the chytrid parasites of phytoplankton may alter flows of energy and matter. The inclusion 
f p
se zoospore encystment and development of a sporangium will 
follow  upon  attachment  of  the  zoospore,  or  an  alga  may  be  resistant  (no  observable 
response).  A  third   response.  In  a 
hypersensitive reacti pore is so rapid that 
further developmen d; and the infection 
process  is  curbed    have  been  seen 
occasionally  in  in  the  Netherlands. 
Hypersensitivity  res burst  of  superoxide 
production, and the    Hypersensitivity 
has not been studied nts.  
  A  hypersensitivity ‐for‐gene  type  of 
interaction (Flor 1946).  Resistance genes (R) in a host plant govern the specific recognition 
lant’s defences, often resulting in the hypersensitivity reaction, preventing spread of the 
arasites (Bonas 1998). The outcome of the interaction depends on the genetic make up of 
o arasites  in  foodweb analysis may perhaps  invalidate elements of  the  trophic cascade 
model, which uses  a hierarchy of  feeding  links based on body  size  to  explain  foodweb 
structure. Parasites, being smaller than their hosts cannot be incorporated into a size based 
trophic cascade (Marcogliese & Cone 1997).  
 
Algal defence 
Despite all  the evidence about  the  impact of  fungal parasites on phytoplankton dynamics 
given in an earlier section, algae are not defenceless. An alga may indeed be susceptible to a 
parasitic chytrid, in which ca
  response  type  is  the  so‐called  hypersensitivity
on, the death of a host cell after attachment of a zoos
t of the zoospore  into a mature sporangium  is halte
(Canter  &  Jaworski  1982).  Hypersensitivity  responses
samples  from  Lakes  Maarsseveen  and  Vinkeveen 
ponse  is  a  form  of  programmed  cell  death,  a 
expression of specific defence genes (White et al. 2000).
 widely in algae, but more is known from higher pla
  response  often  is  the  consequence  of  a  gene
of avirulence genes  (Avr)  in  the parasite. The  recognition  results  in  the  induction of  the 
p
p
both the host and the parasite; a strain that is avirulent on a particular strain may still be 
virulent on another strain that  lacks the matching resistance gene to the avirulence gene. 
Gromov et al. (1999) used 7 strains of Rhizophydium and 137 strains of chlorococalean algae 
in cross  inoculation experiments. Some  fungal strains had very broad host  ranges, some 
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rather narrow.  Strain X‐34 CALU not only infected green algae from different genera, but 
even  the  xanthophycean  alga Tribonema gayanum Pasch. All parasites  infected  strains of 
different algal genera. The authors conclude that the sensitivity to a given parasite strain 
depends on the host strain, but  is not species specific.   Paradoxical as these observations 
may seem, they fit well with the gene‐for‐gene hypothesis. Algal strains with a resistance 
gene  that matches  the Avr  gene  in  the  fungus will  not  be  susceptible  to  infection. An 
alternative  to  the  gene‐for‐gene  (GFG)  model  is  the  matching  alleles  (MA)  model. 
Theoretical models like the GFG and MA models have in common that the outcome of the 
host‐parasite association  is depended on the combination of host and parasite genotypes 
involved. In a gene‐for‐gene system resistance occurs only when the parasite is avirulent 
and  the  host  is  resistant,  with  all  other  combinations  yielding  a  susceptible  response. 
Therefore  a  susceptible  host  will  be  susceptible  to  all  parasites,  independent  of  their 
enotype (even when homozygous for avirulence). Similarly virulent parasites will infect 
ndent  of  their  genotype.  In  the  matching  alleles  model  each  parasite 
n t  
opthera  species 
that the enzymatically produced metabolites act as highly active fungicides against fungi 
g
all  hosts,  indepe
genotype is better at infecting a subset of host genotypes only (see Figure 3.9).  
Which model describes the real world best of all (see Agrawal & Lively 2002a,b), and 
which model would be  applicable  to dynamics between A.  formosa  and Z.  planktonicum 
will be discussed more  in  the next  section on  coevolution. Some of  the new  techniques 
emerging  i  the genomics era could revolutionise our understanding of  he genetic basis 
for  infection of algae by chytrids, and vice versa of  the alga’s defence. Kahmann & Basse 
(2001) review genes expressed during fungal infection of plants. They discussed the early 
phases of  infection  (attachment, germination, appresorium development),  the expression 
of genes involved in evading the plant’s defences, genes necessary for acquiring nutrition 
from the host, sporulation etc. Skinner et al. (2001) conclude that large‐scale gene finding 
exercises will provide many useful  leads  for  the discovery of key events  in  the  infection 
process. Tyler  (2002) discusses  the molecular basis  for  recognition of Phyt
(Oomycetes)  by  their  host plants. Pathogen  signals  (elicitors)  that  are  recognized  by  the 
host, and trigger  inducible plant defences have been characterised at different  levels. No 
such data have been collected (yet) for algae and their chytrid parasites. 
  A  different  aspect  of  algal  defence  comes  forward  from work  by  Pohnert  (2000).  It 
concerns an  induced  chemical defence mechanism. Only  seconds after diatom  cells  (the 
experimental  organisms  included  A.  formosa  and  Thalassiossira  sp.)  were  mechanically 
wounded an enzymatic mechanism produced fatty acid derived metabolites, resulting  in 
the  release  of  α,β,γ,δ‐unsaturated  aldehydes.  High  concentrations  of  these  defensive 
metabolites can be found locally 1‐ 3 minutes after cell disruption. Preliminary data show 
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like Schizophyllum and Aspergillus nidulans. Further tests should demonstrate whether there 
are any effects on parasitic fungi of A. formosa, which would give the metabolites a function 
under natural conditions, which is still a matter of speculation at the moment. 
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Figure  3.9.  Comparison  Gene‐for‐gene  vs.  Matching  Allele  models.  Gene‐for‐gene  model  (A):  virulent 
parasites  always  infect  their  hosts,  irrespective  of  the  host  genotype,  i.e.  even when  the  host  carries  a 
R(esistance) allele. Only the combination of an avirulent parasite,  i.e., carrying an A(virulence) allele and a 
resistant host (carrying R) prevents infection of the host. Matching allele model (B): all parasites are only able 
to infect a subclass of host genotypes. There are no overall infective parasites and no overall resistant hosts. 
Adapted from Figure 2 in Clay and Kover (1996).  
 
Host‐parasite coevolution 
Antagonistic  coevolution  in  hosts  and  parasites  specifically  involves  evolution  of  host 
resistance and parasite infectivity with reciprocal selection on either characteristic (Carius 
et  al.  2001).  The  nature  of  coevolution  is  described  by  the Red Queen  hypothesis  (Bell 
1982).  Red  Queen  dynamics  are  characterized  by  time  lagged,  negative  frequency 
dependent  selection,  resulting  amongst  others  in  cyclic  abundance  of host  and parasite 
genotypes (Lively 2002). There are few unequivocal demonstrations of coevolution, in fact 
it  proofs  to  be  very  hard  to  demonstrate  coevolution  directly.  Most  evidence  in  the 
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literature  is  based  upon  certain  preconditions  that  support  coevolution. Coevolution  is 
conditional  upon:  i)  clear  reciprocal  fitness  costs  between  host  and  parasite;  ii)  the 
existence of genetic variation for parasite infectivity and host resistance on which selection 
an  act,  and  iii)  reciprocal  host  genotype  x  parasite  genotype  interactions,  i.e.  no 
niversally infective parasites or universally resistant hosts should be present (Little 2002; 
Woolhouse  et  al.    for   between  the 
diatom  A.  formosa  and  the chytrid    Zygorhizidium  planktonicum  by  reviewing 
evidence for these preco
  Fitness costs are often discussed in of virulence. Virulence defined here as the 
decrease  in  fitnes th amage done)  cause   by  association with  the  parasite. 
Virulence  evolves  in  response  to ty t    select  for  higher 
virulence  (Bull  1994).  H lve  to    virulence,  whilst  parasites  evolve  to 
optimize  virulence.  In  this volu ite lieved  to  have  the 
upper hand due  ge population    and  (hence) high 
rate of  evolution.  In  return osts wou ave  evol   sexual  reproduction  that  enables 
recombination. This is what s bec  a gai ites’ version of the 
Red Queen  hypo   In  a  sexually  reproducing  population  every  host  constitutes  a 
unique  genotype,  hinderin paras n  pti   virulence  and 
reducing the possibility for l adap be o
Local adaptation occurs when parasites perform better on their own  local population 
an on  foreign populations  (Kaltz & Shykoff  1998).  In  reciprocal  infection  experiments 
e  of  host  and  parasite  are  reasonably  similar 
(Figure  3.10).  Under  conditions  where  evolutionary  rates  of  parasites  and  host  are 
ly not expected to become locally adapted (see for instance 
Sexual reproduction, however, does occur in diatoms where it results in the production of 
c
u
2002). We will now discuss  the potential   coevolution
  fungus
nditions.  
 terms   is 
s  of  e  host  (d   d
  host  densi :  high  hos densities
osts  evo minimize
  coe tionary  arms  race  paras s  are  be
to  their  short generation  time,  lar sizes
 h ld h ved
 ha ome known s the ‘sex a nst paras
thesis.
g  ite  evolutio to  an  o mal  level  of
 loca tation (E rt & Hamilt n 1996).  
 
th
between A. formosa and Z. planktonicum isolated from different lakes in the Netherlands we 
found  (preliminary) support  for  local adaptation of  the parasite on  its host, and as such 
this  provides  support  for  the  potential  of  coevolution  in  this  host  –  parasite  system 
(authors  unpublished  results).  The  parasite  seems  locally  adapted  despite  the  fact  that 
growth  rate  and  effective  population  siz
comparable, parasites are actual
Buckling & Rainey 2001). Z. planktonicum  is a highly virulent parasite of A.  formosa, host 
populations are decimated during epidemics, which usually occur twice a year. How can 
this parasite  remain  to be  so successful? The high density of hosts during a bloom may 
select  for  high  virulence  of  the  parasite  since  finding  a  new  host  after  release  of  the 
zoospores  is  straightforward.  Furthermore  it  is  not  the  host  but  the  parasite  for which 
sexual  reproduction  has  been  described.  This  would  support  the  idea  that  the  host 
population is genetically relatively uniform, allowing the parasite to optimise its virulence. 
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auxospores.  If  cells do not undergo  auxosporulation  they will  continuously decrease  in 
size and eventually die.  
Sexual  reproduction  is  required  to  restore  the diatoms  to  their original  size, and  should 
occur at some regular interval. Models suggest that occasional sex should provide nearly 
the same advantages as obligate sex (West 2002). Mann (1993) argued that this may be the 
case  in diatoms;  cycles  between  sexual  reproduction may  vary  from  between  2  and  40 
years. However,  even  in  the  45‐year  study of  the A.  formosa population  in Windermere 
phenomena indicating sexual reproduction were not seen (Maberly et al. 1994).  
Canter Lund & Lund (1995) put it like this: “A. formosa is a very common diatom and has 
so often been studied that many millions of colonies must have been observed”, and still 
sexual reproduction has never been seen. 
Figure  3.10. Growth  rates  of  host  vs. parasite  (from Bruning  1991c). Comparison  of  the  light dependent 
growth  rate  of  A.  formosa  (stars)  with  the  maximum  growth  rate  (at  infinite  host  cell  density)  of  R. 
planktonicum (circles) at 5 different temperatures. At 2 and 6 oC the vertical scale is enlarged. Note that under 
certain conditions the generation time of the host is shorter than that of the parasite.  
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Chapter 3 
Molecular  studies,  using  AFLP  (Amplified  Fragment  Length  Polymorphism)  and 
allozymes, however,  show  that A.  formosa  from Lake Maarsseveen  is genetically diverse 
ytrids on  their algal hosts, as  found by Holfeld 
(2000a)  would  also  seem  to  imply  that  a  genetic  basis  for  infectivity  is  lacking.  Yet 
infection experiments planktonicum indicated 
that no single strain  Vice versa there 
was no strain of A.   in Table 3.1).  
If there are no  extremely high levels 
of infection during   can only infect a 
subset of host geno and as supported by 
the infection  allele for resistance is 
matched by a parasite ssful in fending off 
the parasite. How  despite  a bi‐yearly 
epidemic of a highly
In most years Z. a. The spring bloom 
however would  depletion of silicon in 
the lake (Maberly et  a large enough 
inoculum for the  population that escapes 
the  fungal  epidemic is  of  course  to  be 
expected in any case host density to very 
low numbers, making remaining host cells. 
Moreover, for diatoms  the sediment, from 
where  resuspended 1992;  Itakura  et  al. 
1997; McQuiod et al. 2002). From the experimental work of Bruning (1991d) we know that 
(Chapters  4  and  5).  The  genetic  structure  of  an  asexual  A.  formosa  population  would 
depend on mutation rate, the effective population size (large for A. formosa) the frequency 
and  intensity  of  periodic  selection  and  the  rate  of  recombination  through  horizontal 
transfer of DNA. Alternatively, and perhaps more likely, it must be concluded that such a 
genetically diverse A.  formosa population has sex after all. Experiments that are currently 
under way try to find support for this. 
A.  formosa  in  Lake Maarsseveen  frequently  approaches  100%  infection.  This would 
suggest  that  the  diatom  is  universally  susceptible,  which  would  be  prohibitive  for 
coevolution. A random distribution of ch
 between A. formosa and several isolates of Z. 
 of the fungus was able to infect all local host strains.
formosa that was resistant to all parasite strains (results
universally infective parasites what then explains the 
epidemics? If we assume that every parasite genotype
types – as predicted by the matching alleles model 
experiments – we must assume that nearly every host 
 allele for infectivity. A. formosa appears unsucce
can  the host  survive  (and  even bloom  regularly), 
 virulent parasite?  
 planktonicum kills of the spring bloom of A. formos
disappear anyway after the onset of stratification or 
 al. 1994). It nevertheless remains important to provide
next bloom. There has to be part of the A. formosa 
  and  restocks  the  lake  with  healthy  cells.  This 
 since the result of a fungal epidemic is to reduce 
 it very hard for zoospores to find the last few 
 it has been shown that they form ‘seedbanks’ on
  cells  could  provide  the  new  inoculum  (Jewson 
the  conditions  on  the  sediment,  and  in  deeper water  layers  (cold,  dark) would  indeed 
allow  A.  formosa  to  remain  uninfected  (Figure  3.11).  Refuges  are  believed  to  play  an 
important  role  in  shaping  host‐parasite  coevolution  (Little &  Ebert  1999),  and  it  seems 
plausible that this is true for A. formosa and Z. planktonicum. 
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Table 3.1. Degree of  infectivity of 4 different  isolates of  the chytrid parasite Zygorhizidium planktonicum on 
host isolates of Asterionella formosa from Lake Maarsseveen and Lake Vinkeveen. Parasite FV 1 was isolated 
from Lake Vinkeveen, FM 1 & FM 2 from Lake Maarsseveen, and C9 from Blelham Tarn in the English Lake 
District. A higher value in the table corresponds to higher degree of virulence, mean  that the number of 
infected host cells  increases more quickly. A zero  indicates  that  this particular host strain was resistant  to 
this particular parasite strain, even in repeated infection experiments. No parasite strain is overall infective 
on all of its local host isolates. 
 
ing
Maarsseveen host isolates Parasite 
isolates  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  15  16  17 
FV 1  2  2  1  1  2  1  1  0  1  2  1  2  2  2  2  3  1 
FM 1  3  3  3  3  3  3  3  0  3  2  2  3  1  0  2  2  3 
FM 2  3  3  3  3  3  3  3  2  3  3  3  3  2  3  3  3  0 
C9  3  3  3  3  0  2  3  2  2  2  2  2  0  2  0  0  2 
 
 
Vinkeveen host isolates Parasite 
isolates  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  15  16  17 
FV 1  2  1  0  2  2  2  3  2  2  2  3  2  2  2  2  2  1 
FM 1  0  3  3  3  3  3  3  1  3  1  3  2  2  3  3  3  3 
FM 2  0  2  1  3  1  0  0  0  0  0  1  1  1  2  2  2  0 
C9  0  3  3  3  3  3  3  3  3  3  3  3  3  3  3  3  3 
 
 
When  all  3  preconditions  for  coevolution,  i.e.  (i)  reciprocal  fitness  costs;  ii)  genetic 
var
stance and infectivity in the A. 
iation for parasite infectivity and host resistance reciprocal; iii) host genotype x parasite 
genotype interactions are considered, it is clear that reciprocal fitness costs are presentThe 
fungus  is dependent  on  the  host  for  reproduction;  the  host  suffers massive population 
losses. The evidence for specific host genotype x parasite genotype interactions is not yet 
conclusive. Nothing  is yet known about  the genetic makeup of  the  chytrid  fungus. The 
extremely high prevalence of infection seemed to indicate that an overall infective parasite 
was present, but infection experiments in the lab contradict this. Possibly every host allele 
in  the  population  is matched  by  a  parasite  allele,  aided  by  sexual  reproduction  of  Z. 
planktonicum.  The  fact  that  the  parasite  seems  locally  adapted  would  support  the 
evolutionary  advantage  of  the  fungus  over  the diatom  (however,  see Lively  1999  for  a 
discussion on what it means, being ahead). 
There are areas in the lake where is the host is free from infection, and these refuges seem 
important in the long‐term survival of A. formosa. There is no information whatsoever on 
the third condition: the existence of genetic variation for resi
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formosa  – Z.  planktonicum  system. All  that we  can  say  at  the moment  is  that  individual 
clones  that differ genetically also differ  in  their  susceptibility  for  the parasite. Overall  it 
seems  not  unlikely  that  coevolution  has  occurred  between  A.  formosa  and  its  parasitic 
chytrid fungus, but conclusive evidence is lacking. An experimental approach as taken by 
Buckling & Rainey (2001) may perhaps provide this evidence for A. formosa and its chytrid 
fungus Z. planktonicum. 
Figu 1. A ss ctio through ke aar ve (th ‐ax showing sta e across    la , th ‐
axis ing  pth     la ).  The  three      ica   a s  ere   based  on e 
experimental d a b   w  fi re   an  s  d  on m atu  an  o  
formo  Lak aa ev  –   infectio com ep mi ligh  to e  wh e t fungus 
an survive (medium grey – middle layer) and where the fungus cannot become infective (dark grey – deep 
dotted   with 
re 3.1  cro  se n   La  M sse en  e x is   di nc the ke e y
  show de   of the ke shades  of grey ind ted rea wh   – up   th
at y Bruning sho n in gu 3.7 d  in itu ata  light, te per re d density f A.
sa in e M rss een the n can be e  ide c ( t grey – p lay r), er he 
c
layer).  The    line  indicates the  depth  of  the  thermocline.  In  spring  only  one  layer  average 
conditions  is present since  the  lake at  that  time  is  isothermal  (not shown). Refuges  for  the host under  the 
conditions at or near the sediment will affect the host‐parasite interactions in the lake. 
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Abstract 
Understanding of the genetic basis for susceptibility and resistance is still lacking for most 
aquatic host‐parasite  systems,  for  instance  for phytoplankton and  their  fungal parasites. 
Fungal  parasites  can  have  significant  effects  on  phytoplankton  populations,  mainly 
through  their  ability  to  decimate  algal  host  populations  during  epidemics.  RAPD  and 
AFLP analysis were used  to study  levels of genetic variation within a population of  the 
freshwater  diatom Asterionella  formosa Hassall  in  relation  to  parasitism  by  the  obligate, 
host  specific  fungal  parasite  Zygorhizidium  planktonicum  Canter.  The  level  of  genetic 
variation within  the A.  formosa population  in Lake Maarsseveen, The Netherlands, was 
found  to  be  high  despite  the  presumed  absence  or  very  low  frequency  of  sexual 
reproduction in this species, the limited gene flow, and the severity of parasite attack that 
would  purge  the  population  from  susceptible  genotypes.  RAPD  analysis  revealed  4 
distinct banding patterns, with 3  (14 %) out of 21 markers being polymorphic.  In AFLP 
analysis, every single isolate of A. formosa showed a unique banding pattern, and 120 (57 
%)  of  the  210  AFLP  markers  were  found  to  be  polymorphic.  Furthermore,  Character 
compatibility analysis revealed that sexual reproduction might be one of the mechanisms 
that  generates  and  maintains  genetic  variation  in  the  A.  formosa  population  in  Lake 
Maarsseveen.  The  presence  of  genetic  variation  in A.  formosa was  reflected  in  infection 
experiments, which  showed  that genetically different A.  formosa  strains differed  in  their 
susceptibility to various Z. planktonicum strains, and that parasite strains differed in their 
ability to infect particular host strains. 
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Introduction 
Host‐parasite interactions in aquatic systems are not as extensively studied as they are in 
terrestrial systems although there are some notable exceptions, for instance in the work of 
Lively  (2000, 2001), Ebert  (1998, 2000), and Bouarab  (2001a,b). Whereas  in plant‐parasite 
interactions much progress has been made  in understanding  the genetic basis  for plant 
susceptibility  and  resistance,  this  knowledge  is  still  lacking  for  aquatic  organisms,  for 
instance in phytoplankton and their fungal parasites. The identification of phytoplankton 
parasites  (Sparrow 1968; Canter‐Lund & Lund 1995), description of  their  life cycles  (Van 
Donk & Ringelberg 1983; Doggett & Porter 1996) and pathology on the host (Sen 1987a,b; 
Kudoh & Takahashi 1990; Bruning 1991b; Holfeld 2000) are  the main subjects studied  in 
these systems (see Ibelings et al. 2004, and Chapter 3 for a review).  
Fungal  parasites  can  have  significant  effects  on  phytoplankton  populations, mainly 
through  their  ability  to  considerably  reduce  algal  host  populations  during  epidemics, 
thereby affecting phytoplankton succession by  favouring  the development of other algal 
species competing for the same resources (Canter & Lund 1951; Reynolds 1973, Youngman 
1976; Van Donk & Ringelberg  1983;  Sen  1987a,b).  Parasitic  fungi  of  phytoplankton  are 
often highly host  specific, and more  than 90 % of all host  cells  in a population may be 
infected  and  killed  (Canter  &  Lund  1951;  Van  Donk  &  Ringelberg  1983).  In  Lake 
Maarsseveen  in  The Netherlands,  the  freshwater  diatom  Asterionella  formosa Hassall  is 
frequently attacked by its host‐specific fungal parasite Zygorhizidium planktonicum Canter, 
especially during  spring  and  autumn  blooms  of  the host. Z.  planktonicum  is  a  so‐called 
chytrid  (Chytridiomycota), which  are  primitive  fungi  characterised  by  the  possession  of 
motile zoospores that enable the parasite to actively find and  infect their hosts. The high 
abundance  of  diatom  host  cells  during  a  bloom;  together with  suitable  environmental 
conditions favour the epidemic development of fungal parasites (Bruning 1991b; Bruning 
et al. 1992). At  the peak of  the  infection, nearly every observed host cell  in a population 
carries sporangia of  the parasite. Some host cells bear a single sporangium, while others 
show evidence of multiple infections. However, even at the peak of the epidemic there are 
still  (rare) A.  formosa colonies which are not attacked by  the parasite, and  these colonies 
may be resistant.  
The  Red  Queen  hypothesis  (Bell  1982)  is  one  of  the  leading  hypotheses  for  the 
evolution of sexual reproduction. In the ‘sex against parasite version’ of the Red Queen it 
is postulated  that hosts have  evolved  sex  to maintain genetic diversity  in  their  struggle 
with parasites; parasites  that commonly evolve  faster because of  their shorter generation 
time  and  (sometimes)  larger  effective  population  sizes.  Genetic  variation  of  a  host 
99 
Chapter 4 
population hinders  local adaptation of parasites,  through which parasites optimise  their 
8,  1999;  Armbrust  & 
Chi
nd using this technique. 
Gymnodinium catenatum Graham (Bolch et al. 1999), and Pseudo‐nitzschia pungens (Grunow 
virulence to the locally most common host genotype (see Lively & Dybdahl 2000; Ebert et 
al. 1998). Sexual reproduction in the host A. formosa has never been observed, despite the 
fact that millions of cells must have been examined over the years (Canter‐Lund & Lund 
1995). However, the fungal parasite of A. formosa, Z. planktonicum, is known to reproduce 
both  sexually  and  asexually  (Van  Donk  &  Ringelberg  1983;  Doggett  &  Porter  1996). 
Diatoms  progressively  get  smaller  with  every  cell  division.  Sexual  reproduction  is 
required  for cell size restitution,  i.e.,  to regain original cell size after a period of cell size 
reduction. Cycles of cells size reduction,  followed by sudden  increases  in size have been 
reported for several diatom species, both in cultures and in natural populations. This may 
indicate  cycles  of  asexual  and  sexual  reproduction  (Mann  198
sholm  1992;  Jewson  1992;  Davidovich  1998;  Chepurnov  et  al.  2002).  Mann  (1988) 
concluded, based on cell size reduction and rejuvenation in  Asterionella populations, that 
its  life  cycle may  be  very  long  and may  take  20  years  to  complete  (time  between  two 
sexual  events),  and  for  this  reason  sexual  reproduction  may  easily  be  missed.  Even 
infrequent,  facultative sexual  reproduction would have a clear  impact on  the generation 
and maintenance of high genetic variation in populations (West 2002), so possibly also in 
A. formosa populations.  
Molecular  techniques  are  increasingly  used  to  study  genetic  variation  in 
phytoplankton  populations. The application of molecular techniques in phycology started 
in  the 1970’s with  the use of allozymes  (e.g., Gallagher 1980, 1982). Soudek & Robinson 
(1983)  investigated  genetic  variation  in  populations  of  A.  formosa  using  allozyme 
electrophoresis. Enzyme banding patterns differed between but not within populations. 
Furthermore, oligotrophic and eutrophic ecotypes could not be distinguished. Molecular 
biology nowadays provides an array of valuable tools to the phycologist (see De Bruin et 
al.  2003  for  a  review).  Microsatellites  (or  Simple  Sequence  Repeats)  have  become  the 
marker of  choice  in most population genetic  studies, and was used  for  the  first  time  in 
phytoplankton  to  study  genetic  variation  in  populations  of  the marine  diatom Ditylum 
brightwellii  (West) Grunow  (Rynearson & Armbrust  2000,  2004). High  levels  of  genetic 
variation were fou
Other  studies  on genetic variation  in phytoplankton populations  also  revealed high 
levels of genetic variation within phytoplankton populations. In populations of Peridinium 
volzii  Lemmermann  (Hayhome  et  al.  1987),  Emiliania  huxleyi  (Lohm.)  Hay  &  Mohler 
(Medlin et al. 1996; Iglesias‐Rodriguez et al. 2002), Gambierdiscus toxicus  Adachi & Fukuyo 
(Chinain  et  al.  1997),  Pseudo‐nitschia  pseudodelicatissima  Hasle  (Skov  et  al.  1997), 
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ex  Cleve)  Hasle  (Evans  &  Hayes  2004),  almost  all  isolates  that  were  examined  were 
genetically distinct. 
The  objective  of  this  study was  to  characterize  levels  and  patterns  of  genetic  variation 
within  a population  of A.  formosa under  frequent  and heavy  attack  from  its parasite Z. 
planktonicum.  In  addition,  we  relate  genetic  variation  in  host  genotypes  to  their 
susceptibility  to  strains  of  Z.  planktonicum.  Our  hypothesis  states  that  since  i)  sexual 
reproduction is presumed to be absent or at least to be very infrequent in A. formosa; ii) the 
lake  is  highly  isolated with  presumably  very  restricted  gene  flow;  and  iii)  the  diatom 
population is frequently under attack from the fungus which would purge the population 
from susceptible genotypes, genetic variation in the population of this diatom is limited.  
Both  the  host  and  the  parasite  strains were  isolated  from  the  same  location,  Lake 
Maarsseveen, a small  freshwater  lake  in  the Netherlands. To study  the genetic variation 
within  the  A.  formosa  host  population  we  used  the  molecular  techniques  Random 
Amplified  Polymorphic DNA  (RAPD)  and Amplified  Fragment  Length  Polymorphism 
(AFLP). RAPD was used as a quick way to screen for possible  levels of genetic variation 
within  the  population.  AFLP  analysis  was  used  in  addition  to  RAPD,  because  this 
technique is more reliable, and gives a higher resolution with a higher chance of detecting 
possible genetic markers associated with resistance or susceptibility. 
 
i
n 18 February 2002,  strains M09  – M11 on  25 
Ma
s
Material and Methods 
Isolation and culturing of host and parasite species.  
Individual  colonies  of  the  freshwater  d atom  A.  formosa  were  isolated  from  Lake 
Maarsseveen,  the  Netherlands  in  2000  &  2002.  Samples  were  taken  by  multiple 
phytoplankton  net  tows,  and  individual  colonies  were  isolated  using  elongated 
micropipettes  and  an  inverted  microscope.  Seventeen  isolates  (M01  ‐  M17)  were 
successfully  obtained  from  Lake  Maarsseveen  (52°09.0  N,  005°05.0  E),  and  were 
maintained  as  described  by  Bruning  (1991a) with  a  slight modification  to  the  growth 
medium (Chu‐10 medium as described by Stein (1973) was used instead of Bruning’s WC 
medium). Strain M01 was isolated on 11 November 2000, strains M02 ‐ M04 were isolated 
on 2 February 2001,    strains M05  ‐ M08 o
rch 2002, strain M12 on 18 March 2002, strains M13 – M16 on 29 April 2002, and strain 
M17 was isolated on 25 March 2002. 
Two  isolates  of  the  obligate  parasitic  fungus Z.  planktonicum were  obtained  from  Lake 
Maarsseveen  on  11  December  2000  (FM  1),  and  on  18  February  2002  (FM  2).  During 
epidemics,  field samples were screened  for  the presence of  porangia on A.  formosa host 
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cells.  Colonies  bearing  a  single  sporangium  were  isolated  and  transferred  to  an 
(uninfected) A.  formosa host  culture. The parasite  strains were  cultured  as described by 
a 
cult
agnification with UV 
xcitation (365 nm). Susceptibility of host strains was scored in four different classes: three 
es, ranging  from  low  (1)  to high  (3), and a resistant class  (0).
 to fungal attack, with class 1 
h
8 n
s        
t
with slight modifications  to sample preparations.  Instead of  filtration of algal cultures, 2 
Bruning (1991a), in which procedure 5 mL of a one‐week‐old infected A. formosa culture is 
transferred weekly to a 150 mL fresh host culture.  
 
Infection experiments.  
Seventeen A.  formosa strains  from  the Maarsseveen host population were  tested  for  their 
susceptibility  to parasite attack using  the  two Z. planktonicum parasite strains. A.  formosa 
host cultures were inoculated with zoospores, the motile stage of the parasite. Zoospores 
suspensions  were  obtained  by  filtration  of  one‐week‐old,  highly  infected  A.  formos
ures using a  combination of methods described by Bruning  (1991a) and Canter  and 
Jaworski  (1979). All A.  formosa strains  (10.000 cells∙mL‐1) were  inoculated separately with 
zoospore  suspensions  (70.000  spores∙mL‐1)  of  the  Z.  planktonicum  strains.  Infection 
experiments were carried out in triplicate in 20 mL test tubes containing 10 mL A. formosa 
host  strain  suspension  and  5  mL  Z.  planktonicum  zoospore  suspension.  Infection  was 
scored on days 4, 8, and 12 after inoculation with the zoospore suspension. Samples (2 ml) 
of  each  replicate were  stained with CalcoFluor White  (Müller &  Sengbusch  1983),  and 
observed using an inverted microscope (Fluovert FS, Leitz) at 250x m
e
different susceptibility class
  Susceptibility classes grade the vulnerability of A. formosa
containing  ost strains found infected after 12 days, class 2 containing host strains found 
infected  after   days,  and  class  3  containi g host  strains  found  infected  after  4 days  of 
inoculation with zoo pores. A. formosa strains that were found uninfected on day 12 were 
tested again  in a new experiment. After this second test, A.  formosa strains that were still 
not infected were scored as resistant. Zoospores and sporangia attached to  he diatom host 
cells (infection) could clearly be identified. Our hypothesis states that genetic variation is 
limited.  Therefore, we  expect  not  to  find much  variation  in  susceptibility  of  the  17 A. 
formosa strains to the fungal parasites tested in our experiments. We tested if the infection 
class  distribution  of  the  seventeen  host  isolates  deviated  significantly  from  a  uniform 
distribution of the 4 infection classes. For this, Chi‐square tests were performed using the 
statistical package Statistica 6. 
 
RAPD and AFLP procedures. 
DNA  extraction  for RAPD  analysis was performed  as described by Zwart  et  al.  (1998), 
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mL of a dense A. formosa suspension was transferred to Eppendorf tubes and centrifuged 
for 5 minutes at 2000 rpm. The supernatant was removed and DNA extraction was carried 
out according to the protocol, in which 0.5 g of zirconium beads (0.1 mm) and the use of a 
mini bead beater  (Biospec Products, Bartlesville, OK, USA) are used  to  lyse  the  cells. A 
henol‐chloroform‐isoamyl  alcohol  (25:24:1)  based  extraction  is  used,  followed  by 
 by adding 1/10 volume of 3 M sodium acetate, two volumes of 
 at 2000 rpm. After discarding the supernatant, cell 
ellets were  transferred  to  2 mL  Eppendorf  tubes. DNA  extraction  and AFLP  analysis 
Vos et al.  (1995),  in which a modified CTAB procedure  is 
p
precipitation of the DNA
96%  (v/v) ethanol, and  centrifuging  for 30 min at 14.000 X g. The amount of DNA was 
quantified  by  the  use  of  a  GeneQuant  RNA/DNA  Calculator  apparatus  (Pharmacia 
Biotech). The optical density  (OD) of  the  samples  (50  μl  in  500  μl  sterile Milli‐Q‐water, 
total volume) was measured at 260 nm (without background compensation). The amount 
of  DNA  was  calculated  according  the  formula:  OD*(500/μL  sample)*100  =  ng  double 
stranded DNA per μL sample. Amplification reactions were carried out in a total volume 
of 12.5 μL containing 1 x amplification buffer (Invitrogen: 10x PCR Rxn Buffer (‐MgCl2) 2.5 
mM MgCl2  (Invitrogen), 400 μg∙mL‐1 bovine serum albumin  (New England Biolabs), 200 
μM  of  each  dNTP  (Amersham  Biosciences),  4  pmol  primer,  0.5  units  Taq  polymerase 
(Invitrogen), and 30 and 60 ng of template DNA from each strain.  
PCRʹs were performed  in  a Hybaid MBS  0.5  S  thermal  cycler programmed  for  one 
cycle of 2:30 min at 85 °C, followed by 40 cycles of 20 s at 92 °C, 15 s at 38 °C, and 1 min at 
72 °C  (ramp  time  for heating 0.33 °C∙s‐1). Eighteen  random 10‐mer primers sets  (Operon 
Technology: Kit B and G, and primers 403 and 406) obtained from Isogen Bioscience, were 
tested  for  reproducibility  and  the  number  of marker  bands.  Primers  403  and  406 were 
tested  because  they were  successfully used  in  another molecular  study  of  a  freshwater 
diatom,  Fragilaria  capucina,  by  Lewis  et  al.  (1997).  Four  primer  sets were  applied  to  all 
samples (Operon Technology: Kit B: B‐07 (GGTGACGCAG), B‐15 (GGAGGGTGTT), Kit G: 
G‐02 (GGCACTGAGG), and 406 (GCCACCTCCT). Amplification products were separated 
electrophoretically on a 1.2 % agarose 0.5 x TBE gel, stained with ethidium bromide and 
photographed under UV light. The sizes of fragments were estimated by comparing them 
with  size  standards  of  a  100  base  pair  ladder  (Amersham  Pharmacia  Biotech  Inc.).  A 
marker fragment was scored as present or absent only when 4 independent PCR reactions 
were in agreement.  
AFLP  requires more DNA  than  RAPD  analysis.  Therefore,  50 mL  of  dense A.  formosa 
culture was centrifuged for 5 minutes
p
were carried out according  to 
used  as described  by  Stewart & Via  (1993).  In  addition,  an  initial  screening  of  suitable 
primer  combinations was  performed  by  using  either  a  single  strain  or  a  pool  of  8  A. 
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formosa  strains.  Forty‐eight  primer  combinations  with  two  selective  nucleotides  were 
screened for the number of markers produced and their distribution over the lanes. Four 
primer  combinations were  selected  to perform  the  actual  analysis. Primer  combinations 
used in the analysis were: (1) Eco+GA & Mse+AT, (2) Eco+GA & Mse+CC, (3) Eco+GA & 
Mse+CG, and (4) Eco+GC & Mse+AC. 
 
Genetic analysis. 
In  both RAPD  and AFLP  analysis,  each  locus was  treated  as  a  separate  character  and 
scored as present (1) or absent (0) and converted into a binary data matrix. This 0/1 matrix 
was used to construct genetic similarity estimates of all possible pair wise comparisons of 
the  17  A.  formosa  strains  using  the  Jaccard’s  similarity  coefficient  (Jaccard  1908).  The 
Jaccard similarity matrix was calculated using the multivariate statistical package NTSYS‐
pc  (Rolf  1997).  Cluster  analysis  was  performed  to  construct  a  dendrogram  using  the 
unweighted  pair‐group  method  using  the  arithmetic  means  (UPMGA)  procedure.  A 
cophenetic matrix was calculated to evaluate to what extent the similarity matrix supports 
the dendrogram. From the comparison of the two matrices, the cophenetic correlation was 
calc
e infrequent). Genetic exchange between individuals can be detected 
ulated. Ordination analysis by non‐metric multidimensional scaling was performed on 
the similarity matrix to avoid emphasis on the possibility of hierarchical clustering in the 
UPMGA analysis. In ordination analysis, a set of orthogonal axes (all axes at right angles 
to all others) is generated for which each dimension maximizes the remaining variance in 
the data. This way, similar objects cluster together and dissimilar objects are placed further 
apart.  The  percentage  of  polymorphic  loci  was  calculated  using  the  program  TFPGA 
(Miller  1997).  The  estimates  of  the  percentages  of  polymorphic  loci were  based  on  the 
percentage of loci that were not fixed for one allele.  
Character  compatibility  cnalysis  was  used  to  investigate  the  possibility  of  genetic 
exchange (recombination)  in the A.  formosa population. Character Compatibility Analysis 
was  applied  on  only  the AFLP  data,  using  the  software  package  PICA  4.0  (Wilkinson 
2001), and is particular informative if these events are expected to be rare such as in taxa 
with  extensive  vegetative  reproduction  (Mes  1998),  as  is  expected  in A.  formosa  (if  sex 
occurs at all it will b
as an incompatibility of individual characters or individuals; in this case, the observation 
of all four pair wise combinations of the presence (1) or absence (0) of AFLP bands (0‐1, 1‐
1, 1‐0, and 0‐0). The number of combinations of incompatible characters of an individual in 
comparison with  other  individuals  is  the  incompatibility  count.  This  is  determined  by 
subtraction  of  the matrix  incompatibility when  this  individual  is deleted  from  the  total 
matrix incompatibility (Wilkinson 1995). This way, the presence of incompatible character 
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state combinations, the matrix incompatibility, was used as a measure of genetic exchange. 
Furthermore,  we  analysed  how  many  genotypes  maximally  agreed  with  a  tree‐like 
structure (asexual reproduction) by successive deletion of the genotypes with the highest 
incompatibility count from the data sets. If incompatibility was due to a small number of 
(recombinant) genotypes,  there would be  a  sharp decrease  of  the  incompatibility  count 
pon deletion of these genotypes (see van der Hulst et al. 2000).  u
 
Results 
Infection experiments.  
The  two  Z.  planktonicum  parasite  strains  showed  different  levels  of  infectivity  on  the 
seventeen  A.  formosa  host  strains  tested,  and  host  strains  showed  different  levels  of 
susceptibility  to  the  different  parasite  strains.  Table  4.1  shows  the  susceptibility  or 
resistance of the individual A. formosa strains. Infection was scored as present or absent at 
3 moments during the infection experiment (days 4, 8 and 12), and not as a prevalence of 
infection. 
 
Table 4.1. Infection pattern of the two Z. planktonicum parasite strains, FM 1 and FM 2, on the 17 A. formosa 
host strains. Host isolates are indicated as M1‐M17, and susceptibility to parasite attack is indicated by three 
susceptibility classes ranging from low (1) to high (3) susceptibility, and a resistant class (0). 
 
Host isolates Parasite 
isolates  M1  M2  M3 M4  M5  M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13  M14  M15  M16 M17
FM 1  3  3  3  3  3  3  3  0  3  2  2  3  1  0  2  2  3 
FM 2  3  3  3  3  3  3  3  2  3  3  3  3  2  3  3  3  0 
 
 
All replicates per  tested host‐parasite combination showed an  identical  infection pattern. 
Most of the host strains were severely infected by the two parasite strains, so that most of 
the strains are found in class 3 (infected already 4 days after inoculation). Seven out of 17 
host strains were classified  into a  lower category (class 0‐2) for at  least one of the fungal 
strains.  The  infection  patterns  of  the  two  parasite  strains  deviated  significantly  from  a 
uniform  distribution  of  infection  (all  host  strains  resistant  or  infected  with  the  same 
severity)  for  infection  class  0  (resistance),  infection  class  1  (infected  on  day  12),  and 
infection class 2 (infected on day 8), Table 4.2. The  infection pattern did not significantly 
deviate from a uniform distribution for class 3.  
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Table 4.2. Results of the chi‐square test (df=3) of the infection patterns of the two parasite strains FM 1 and 
FM 2 strains, against a uniform distribution of infection. 
 
 
 
 
Parasite isolates  Infection classes  p 
0  0.004 
1  0.002  
2  0.019 
FM 1 
3  0.410 
 
 
0  0.001 
 
 
 
 
 
Genetic analysis.  
Screening 
1  <0.001 
2  0.004 
FM 2 
3  0.912 
for genetic variation using 4 RAPD primers (OPB‐07, OPB‐15, OPG‐02, and 406) 
evealed  21  reproducible  bands  (5.3  ±  2.1  per  RAPD  primer)  of which  3  (14 %) were 
Table 4.3. Results of genetic analyses using RAPD and AFLP fingerprinting techniques on 17 A. formosa host 
st   Lake Maarsseveen.  Indicated  are  the  nu mers,  or  primer  combinations  used,  the 
nu un   i a s   e t
 
ique Primers  Unique and  Patterns p  loci
r
polymorphic over 17 A. formosa host strains. Four unique banding patterns were generated 
using these four primers (Table 4.3).  
 
rains  from
mber of 
mber  of  pri
ique band ng p ttern , and the p rcen age of polymorphic loci. 
Techn    B ing   % Polymor hic  
RAPD  4  4  14 
AFLP  4  17  57 
 
 
Cluster  analysis  using UPMGA  yielded  one  cluster  containing  14 A.  formosa  isolates,  a 
second cluster containing two isolates, M08 and M16, and a third cluster containing only 
one isolate, M04 (Figure 4.1A). The cophenetic correlation value (explaining to what extent 
the  data  supports  the  dendrogram)  was  0.84.  Based  upon  this  high  value  it  may  be 
concluded that the dendrogram is a good representation of the Jaccard’s similarity matrix. 
Ordination analysis by non‐metric multidimensional scaling (MDS) further supported the 
cluster  analysis  by  providing  a  spatial  representation  of  the  relative  genetic  distances 
mong  individuals  (Figure  4.1B). However,  in  the MDS  analysis  strain M08  clustered a
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within the large group and no longer together with strain M16 as shown in UPMGA. Most 
of  the  variation was  accounted  for  in  the  first  dimension  (56.68 %) with  an  achieved 
inimum stress factor of 0.12394.  
solution. The  four AFLP 
rimer combinations selected from the pre‐screening of 48 primer combinations generated 
a  to 0  ban .2  ±  18.1 nation)  of  w   were 
polymorphic over all .  formosa strains. Feint bands were not  scored, an ll  individual 
 unique banding patterns (Table 4.3). Cluster analysis revealed a high level 
  genetic  variation  within  the  Maarsseveen  population  (Figure  4.2A),  the  cophenetic 
  value  was  0.92.  Ordination  analysis  by  MDS  again  supported  the  cluster 
ccard Similariy Coefficient
m
M01
Figure 4.1. Genetic analyses using RAPD. A dendrogram generated by UPMGA of  the Jaccard’s similarity 
matrix (A), and a three‐dimensional plot of the nonmetric multidimensional scaling analysis (B), showing the 
genetic similarity of 17 A. formosa strains isolated from Lake Maarsseveen.  
 
 
The  level  of  genetic  variation  was  further  investigated  with  AFLP,  which  is  a  more 
complex  technique but also more  reliable and gives a higher  re
p
tal  of  21 ds  (52   per  primer  combi hich  120  (57%)
 A d a
strains showed
of
correlation
analysis (Figure 4.2B). Most of the variation was accounted for in the first dimension (50.68 
%) with an achieved minimum stress factor of 0.03144.  
Character  compatibility  analysis  showed  a  high  level  of  incompatibility  between A. 
formosa  strains  within  the  Maarsseveen  population.  The  contribution  of  genotypes  to 
incompatibility  varied  considerably  and  nearly  all  genotypes  contributed  some.  Strains 
M03,  M04,  and  M17  showed  the  highest  incompatibility  counts  (549,  617,  and  308 
respectively), Figure 4.3A. 
Ja
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Figure (A), and 
a three
mpatible character states,  from  the data  (B). Twelve genotypes have  to be 
deleted before no matrix incompatibility is observed. 
 4.2. Genetic analyses using AFLP. An UPMGA dendrogram of the Jaccard’s similarity matrix 
‐dimensional plot of the nonmetric multidimensional scaling analysis (B).  
Figure  4.3.  Incompatibility  count  of A.  formosa  genotypes  from Lake Maarsseveen  (A). The  high  level  of 
incompatibility between A.  formosa  strains  indicates genetic exchange  (recombination) between within  the 
host population. Matrix compatibility (Wilkinson, 1995) calculated after successive deletion of the genotypes, 
with  the highest number of  inco
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Successive deletion  of  genotypes with  the  highest  incompatibility  counts  from  the data 
matrix  revealed  that  up  to  12  genotypes  (of  a  total  of  17)  had  to  be  deleted  before  no 
matrix  incompatibility  was  observed  (Figure  4.3B).  The  steadily  decline  in  matrix 
incompatibility upon deletion  of  genotypes  indicates  that  there  are no major  groups  of 
genotypes that are more incompatible than others are. The high incompatibility counts of 
several A. formosa strains indicate that genetic exchange (recombination) takes place within 
the population. Using both RAPD  and AFLP  fingerprinting, genetic markers  associated 
with host resistance or susceptibility were not found.  
 
Discussion 
Based on the assumption of more frequent asexual reproduction than sexual reproduction 
in  A.  formosa  populations,  we  hypothesized  that  genetic  variation  in  A.  formosa  host 
formosa being unique using AFLP, was  therefore much higher  than expected  in  such an 
enclosed  small  water  body.  Low  values  of  genotypic  diversity  are  typical  of  asexual 
populations  (Little  &  Ebert  2001).  The  supposed  limited  genetic  diversity  of  asexual 
populations has been questioned, however, for instance by Martens & Schön (2000).  
A  high  clonal  diversity  in  populations  of microorganisms  is  supported  by  a  large 
effective  population  size  and  a  short  generation  time.  The  effects  of  recombination  on 
genetic diversity  of  cyclical parthenogens  like Daphnia  (and potentially A.  formosa  ‐  see 
further  in  discussion)  are  complex.  On  the  one  hand,  it  brakes  up  existing  linkage 
disequilibrium,  thereby homogenizing clonal variability  that existed  (Guttman 1997). On 
the other hand recombination re‐establishes a larger range of genotypes through crossing 
over, creating new allelic combinations (Little & Ebert 2000).  
The emergence of new genotypes  in a population can occur by: (1) mutation or gene 
rearrangements (insertions, deletions), (2) influx of new genotypes (gene flow) or, (3) the 
creation of new gene combinations  through  sexual  reproduction. Mutation undoubtedly 
must  have  played  a  role  in  generating  the  substitutions,  deletions  or  transpositions  in 
restriction sites and subsequent primer binding sites that are sampled with AFLP.   Since 
the  level of genetic polymorphism  in A.  formosa populations on basis of mutations  is not 
easy to quantify without knowledge of mutation rates and genome size, the origin of the 
populations would be limited. The high level of genetic variation, with every isolate of A. 
high  level  of  genetic  variation  that was  sampled  using AFLP  remains  unknown.  Lake 
Maarsseveen  is  a  small  isolated water  system, which  is  fed  only  by  groundwater  and 
precipitation, so gene  flow by  interconnecting waterways must be  limited. However,  the 
introduction of new genotypes  in  the A.  formosa population may occur by,  for  instance, 
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migrating birds or human activities. There are several other lakes near Lake Maarsseveen, 
and migrating birds, surfboards etc. may move phytoplankton from one  lake to another. 
A.  formosa  is  not  able  to  survive  gut  passage  by  waterfowl  (Atkinson  1970,  1971),  so 
migrating  birds  can  only  introduce  new  genotypes  in  a  population  by  transporting 
phytoplankton on their body (e.g. feathers).  
The high level of genetic variation within the A. formosa populations resembles that of 
a sexual species  in which every  individual  is genetically unique, yet sex has never been 
observed  (nor has  it been  induced  successfully  in  experiments). Sex  seems  to be a vital 
spect of  the diatom  life cycle, but  there  is no proof  that  it occurs  in every  species, and 
ge about this subject seems required. If sex would occur even if only at very 
ize  in 
Ast
reases  in  cell  size  in  these 
pop
presents,  together  infecting  nearly  every  host  in  the  population.  The  assessment  of  the 
a
more knowled
infrequent intervals – the amount of genetic variation created in such a sexual event would 
have ramifications for a long period afterwards. Models suggest that occasional sex should 
provide nearly the same advantage as obligate sex (West 2002; Bengtsson 2003). Although 
Mann (1988) and Canter‐Lund and Lund (1995) mentioned that sexual reproduction in A. 
formosa has never been seen, there are field data that may yield support for the occurrence 
of sex  in A.  formosa. Nipkow  (1927) studied cell size reduction and  restitution of several 
diatom species over a 23‐year period between 1896 and 1919. An  increase  in cell s
erionella gracillima was observed in 1909 (from 57 μm to 88 μm) and again in 1916 (from 
61  μm  to  83  μm). Cell  size  reduction  and  restitution  in  an A.  formosa  population was 
followed during a 5‐year period,  from 1980‐1985,  in Lake Tjeukemeer, The Netherlands 
(NIOO‐KNAW, unpublished data). A rapid increase in cell size was observed during the 
spring of 1983 when cell size increased from 52 μm to 72 μm between March and May. In 
the spring of 1984, cell size  increased rapidly  from 54 μm  to 63 μm between March and 
April.  It  is  unclear  what  triggered  the  relative  rapid  inc
ulations, but it may have been the result of sexual reproduction. 
  Another element that should be added to the discussion is parasitism. An epidemic of 
Z.  planktonicum  on A.  formosa  in  Lake Maarsseveen, with more  than  90 %  of  host  cells 
infected,  gives  the  impression  of  a  universally  infective  parasite,  able  to  infect  all  host 
genotypes. However,  our  infection  experiments  show  that  not  every  host  isolate  of A. 
formosa was susceptible  to  the  two strains of Z. planktonicum  that we used  in  this study. 
Although  the  two parasite  strains were  isolated  from  two different years  (2000 & 2002), 
and the number of strains is insufficient to conclude that there is genetic variation within 
the parasite population, infection experiments showed that the parasite strains differed in 
their  ability  to  infect  the  same host  strains. Therefore,  to  explain  the more  than  90% of 
infection  in Lake Maarsseveen we assume  there  is a mixture of different parasite strains 
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genetic variation within  and between  the parasite populations of  the  fungal parasite Z. 
planktonicum has not yet been carried out. We have now isolated more than 20 additional 
strains of the parasite and aim to perform AFLP on this chytrid. A complicating factor in 
the genetic analysis, however, is a problem of getting sufficient quantities of DNA isolated 
from the motile zoospores for AFLP analysis.  
planktonicum  parasite 
The use of AFLP proved to be highly efficient in the detection of DNA polymorphisms 
over a  large number of  randomly sampled  loci  in A.  formosa. However,  to study genetic 
variation of species in phytoplankton populations of which nothing is known genetically, 
one has to isolate single cells and grow them into clonal cultures to obtain sufficient DNA 
for  AFLP  analysis.  This  procedure  has  important  practical  implications.  The  genetic 
variation  in  the  field  population  is  underestimated  because  not  all  isolated  clonal  cells 
survive  in  the  laboratory,  and  there  may  be  a  bias  towards  certain  adaptations. 
Furthermore,  isolation of  clonal  cells and  culturing  clonal  cell  lines  is a meticulous and 
time‐consuming  job. Medlin  (2000) recommended  to use relatively new  technologies  like 
flowcytometry, in particular in combination with cell sorting to establish clonal cultures of 
phytoplankton. The main finding of this study was the “unexpected” high level of genetic 
variation of the A. formosa population in Lake Maarsseveen. It is difficult to pinpoint to the 
origin  of  this  level  of  genetic  variation.  Genetic  variation  within  the  Maarsseveen 
population  ‐  with  every  isolate  being  unique  and  high  levels  of  incompatibility  of 
characters  ‐  resembles  that  of  a  sexually  reproducing  species.  There  may  be  very 
infrequent sexual reproduction  in A.  formosa, and  it simply has been overlooked, despite 
the fact that it is a very common species that has been studied by many researchers over 
many years. The presence of genetic variation within  the A.  formosa population of Lake 
Maarsseveen was  reflected  in  our  infection  experiments,  in which  the  individual  host 
strains  of A.  formosa  differed  in  their  susceptibility  to  the  two  Z. 
strains.  As  such,  these  results  are  in  agreement  with  the  Red  Queen  hypothesis  that 
predicts that genetic diversity of the host hinders parasites in their attack. 
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Abstract 
It  is  unclear  what  type  of  reproduction  is  dominant  in  both  the  host  and  parasite 
populations  in  the  naturally  occurring  freshwater  host‐parasite  relationship  between 
Asterionella  formosa  (diatom  host)  and  Zygorhizidium  planktonicum  (fungal  parasite). 
Character compatibility analysis of AFLP markers, and deviations from Hardy‐Weinberg 
equilibrium  for  enzymatic  data were  used  to  assess  the  level  of  clonality  and  possible 
occurrence of recombination through sexual reproduction within two natural populations 
of A. formosa, which are frequently and under severe attack by the parasite Z. planktonicum. 
Four  AFLP  primer  combinations  generated  116  markers,  of  which  78  (67%)  were 
polymorphic  in  the Lake Maarsseveen population, and 84  (72%)  in  the Lake Vinkeveen 
population.  The  high  incompatibility  counts  of  several  A.  formosa  strains  indicate  that 
extensive genetic exchange takes place within the A. formosa host populations. Of the nine 
enzymes  used  in  allozyme  electrophoresis,  two  allozymes  (Glucose‐6‐Phosphate 
Isomerase and Phosphoglucomutase) were found to be polymorphic. In each population, 
one  enzyme was  in Hardy‐Weinberg  equilibrium.  The  average  heterozygosity  of Nei’s 
unbiased  estimate  of  heterozygosity  was  found  to  be  0.5120  in  the  Maarsseveen 
population, and 0.3652  in  the Vinkeveen population. Character compatibility analysis of 
AFLP  markers  and  the  (partial)  compliance  with  Hardy‐Weinberg  equilibrium  using 
allozymes  in  both  populations  give  the  strong  impression  that,  at  least  occasionally, 
recombination  through  sexual  reproducing  occurs within  the A.  formosa  populations  of 
Lakes Maarsseveen and Vinkeveen. The high prevalence of  infection  (> 90% of  infected 
cells) in bi‐yearly epidemics of the fungal parasite Z. planktonicum, may have selected for 
sexual reproduction of the host as put forward by the sex against parasite version of the 
Red Queen hypothesis. 
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Introduction 
The Red Queen hypothesis (Van Valen 1973; Bell 1982) is one of the leading hypotheses for 
the evolution of sexual reproduction. In the ‘sex against parasite version’ of the Red Queen 
(Bell  1982),  it  is  postulated  that  hosts  have  evolved  sexual  reproduction  to  produce 
genetically  variable  offspring  in  order  to  fend  off  fast  evolving  parasites.  In  a 
heterogeneous host population, the parasite has to adapt to every new host it encounters. 
We have studied a naturally occurring (aquatic) host‐parasite relationship between the 
freshwater diatom Asterionella formosa and its parasitic fungus Zygorhizidium planktonicum. 
It is unclear what type of reproduction (sexual or asexual) is the dominant form in either 
host or parasite populations. Sexual reproduction has never been observed  in A.  formosa, 
despite the fact that it is a very common alga that has been studied by many researchers 
over many years, so that millions of cells must have been examined (Mann 1988; Canter‐
Lund  &  Lund  1995).  The  fungal  parasite  Z.  planktonicum  is  known  to  reproduce 
predominantly asexually, but occasionally sex occurs, although the frequency is unknown 
(Van Donk & Ringelberg 1983; Doggett & Porter 1996). Based on  these observations and 
taking  the Red Queen hypothesis  into account  it seems  that  in  this aquatic host‐parasite 
system  the parasite  should have  the upper hand. A.  formosa populations  are  frequently 
under severe attack by the highly infective parasite Z. planktonicum. Epidemics are limited 
to  the  spring and autumn blooms of  the host  (when host density  is high), and  extreme 
prevalences  of  infection  (approaching  100%)  have  often  been  observed,  (Ibelings  et  al. 
2004, Chapter 3). 
The relative contribution of sexual and asexual reproduction to genetic variation in natural 
populations  is  most  commonly  determined  with  allozymes.  Asexual  reproduction  is 
indicated by a lack of segregation (within loci), and a lack of recombination (between loci), 
or  both  (Mes  et  al.  1998).  Soudek  &  Robinson  (1983)  showed  that  allozyme  variation 
within A. formosa populations is lacking, which indicates that asexual reproduction is the 
dominant  form  of  reproduction  in  this  diatom.  However,  it  is  unknown  if  these 
populations were  under  (frequent)  attack  by  fungal  parasites.  In  analogy  to  the well‐
studied snail‐trematode host parasite system (Lively et al. 2004), sexual reproduction in A 
formosa would mainly be expected where parasite pressure is high, selecting against clonal 
reproduction.  
Suitable sequence information for A. formosa to study the level of genetic variation within 
populations  is  still  lacking. Therefore, De Bruin  et al.  (2004, Chapter 4) used Amplified 
Fragment Length Polymorphism analysis  (AFLP)  to assess  the  level of genetic variation 
within  a  host  population  of  A.  formosa  in  relation  to  fungal  parasitism.  In  contrast  to 
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Soudek & Robinson  (1983),  it was  shown  that high  levels  of  genetic  variation within  a 
f 
reco
ning  (1991) with  a  slight modification  of  the  growth medium  (Chu‐10 
e screened for the number of markers produced and their distribution over 
population of A.  formosa could exist. Furthermore, no fungal  isolate was able to  infect all 
host  isolates  and  no  host  isolate was  equally  susceptible  to  different  parasite  isolates, 
which supports the view that the host populations studied by De Bruin et al. (2004) were 
not of a clonal structure.  
The  objective  of  this  study  was  to  explore  the  likelihood  and  relative  importance  o
mbination  (sexual  reproduction)  in  two  host  populations  of  A.  formosa  in  Lakes 
Maarsseveen  and Vinkeveen  in  the Netherlands, which  are  under  frequent  and  severe 
attack  by  the parasite Z.  planktonicum. Analysis  of AFLP markers,  and deviations  from 
Hardy‐Weinberg equilibrium for enzymatic data were used to assess the level of variation 
and possible recombination within these two host populations. 
 
Material and Methods 
Isolation and culturing of A. formosa isolates.  
Individual  colonies  of  the  freshwater  diatom  A.  formosa  were  isolated  from  Lake 
Vinkeveen  (52°13.0 N, 004°56.0 E), and Lake Maarsseveen  (52°09.0 N, 005°05.0 E)  in  the 
Netherlands in 2002, and 2004. Samples were taken by multiple phytoplankton net tows, 
and  individual  colonies  were  isolated  using  elongated  micropipettes  and  an  inverted 
microscope (Fluovert FS, Leitz).  A total of 46 A. formosa isolates were obtained: 24 isolates 
from Lake Maarsseveen, and 22 isolates from Lake Vinkeveen. Isolates were maintained as 
described by Bru
medium as described by Stein (1973) was used instead of Bruning’s WC medium).  
 
Sample preparation for Allozyme and AFLP analyses.  
For all 46 isolates, 50 mL of dense A. formosa culture was centrifuged for 5 minutes at 2000 
rpm. After discarding  the  supernatant,  cell pellets were  transferred  to  2 mL Eppendorf 
tubes. DNA extraction and AFLP analysis were carried out according to Vos et al. (1995), 
in which  a modified CTAB  procedure was  used  (Stewart & Via  1993).  In  addition,  an 
initial screening of suitable primer combinations was performed by using either a single 
strain or a pool of 8 A. formosa strains. Forty‐eight primer combinations with two selective 
nucleotides wer
the lanes.  
Four  primer  combinations  were  selected  to  perform  the  actual  analysis.  Primer 
combinations used were:  (1) Eco+GA & Mse+AT,  (2) Eco+GA & Mse+CC,  (3) Eco+GA & 
Mse+CG, and (4) Eco+GC & Mse+AC.  
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In allozyme electrophoresis, individual A. formosa strains were screened for electrophoretic 
variation using  cellulose  acetate  electrophoresis  (Hebert & Beaton  1998). Nine  enzymes 
were  screened: Glucose‐6‐Phosphate  Isomerase  (GPI, EC 5.3.1.9), Malate Dehydrogenase 
(MDH,  EC  1.1.1.37),  Phosphoglucomutase  (PGM,  EC  5.4.2.2),  Malate  Dehydrogenase 
NADP+ (ME, EC 1.1.1.40), Alcohol Dehydrogenase (ADH, EC 1.1.1.1), Aldehyde Oxidase 
opulations, percentages of 
olymorphic  loci were  calculated using  the  software package TFPGA  (Miller 1997). The 
 of polymorphic loci were based on the percentage of loci that 
ility Analysis was used to investigate the 
o
dual  in 
omparison with other individuals is called the incompatibility count. This is determined 
dividual is deleted from the total 
s s
978) unbiased estimate of average heterozygosity, 
(AO, EC 1.2.3.1), Amino Aspartate Transferase  (AAT, EC 2.6.1.1), Carboxylesterase  (EST, 
EC 3.1.1.1), and Furmarate Hydratase (FUM, EC 4.2.1.2). 
 
Genetic analyses.  
In AFLP analysis, each locus was treated as a separate character, scored as present (1) or 
absent  (0), and  converted  into a binary data matrix. Within p
p
estimates of the percentages
were not fixed for one allele. Character Compatib
possibility  f  genetic  exchange  (recombination) within  the A.  formosa  populations.  This 
analysis  was  applied,  using  the  software  package  PICA  4.0  (Wilkinson  2001),  and  is 
particular informative if events like sexual reproduction are expected to be rare such as in 
taxa  with  extensive  asexual  reproduction  (Mes  1998).  Genetic  exchange  between 
individuals can be detected as an  incompatibility of  individual characters or  individuals: 
in  this  case,  the  observation  of  all  four  pair‐wise  combinations  of  the  presence  (1)  or 
absence  (0) of  two binary‐coded AFLP bands  (0‐1, 1‐1, 1‐0, and 0‐0, van der Hulst et al. 
(2000, 2003). The number of combinations of  incompatible characters of an  indivi
c
by calculation of the matrix incompatibility when this in
matrix  incompatibility  (Wilkinson 1995).  In short,  the presence of  incompatible character 
state  combinations  ‐  the  matrix  incompatibility  ‐  was  used  as  a  measure  of  genetic 
exchange.  In addition, we analysed how many genotypes maximally agreed with a  tree‐
like structure (representing asexual reproduction) by successive deletion of the genotypes 
with the highest incompatibility count from the data sets. If incompatibility was due to a 
small  number  of  (recombinant)  genotypes,  there  would  be  a  sharp  decrease  of  the 
incompatibility count upon deletion of these genotypes (van der Hulst et al. 2000; Ceplitis 
2001).  
In  the analyse  of allozyme pattern ,  the number of homozygotes and heterozygotes  for 
each  locus was scored  for each of  the  two populations as well as  the number of distinct 
genotypes  in each population. Nei’s  (1
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and deviations from Hardy‐Weinberg equilibrium for each locus were calculated using the 
software package TFPGA (Miller 1997).  
 
Results 
The  four  AFLP  primer  combinations  selected  from  the  pre‐screening  of  48  primer 
combinations  generated  116 markers  (29.0  ±  8.6  per  primer  combination),  of which  84 
(72%) were polymorphic  in  the Vinkeveen population, and 78  (67%)  in  the Maarsseveen 
opulation (Table 5.1).  p
 
Table 5.1. Genetic analyses of A. formosa isolates from Lakes Maarsseveen & Vinkeveen. 
 
Genotypes 
Lake  Isolates 
AFLP  Allozymes 
% Polym. Loci (AFLP) 
Heterozygosity 
(Allozymes) 
Maarsseveen  24  24  3  67  0.5120 
Vinkeveen  22  22  5  72  0.3650 
 
 
Character compatibility analysis showed a high level of incompatibility between A. formosa 
strains within the Maarsseveen  nd Vinkeveen populations. The contribution of genotypes 
to  incompatibility varied considerably and nearly all genotypes contributed some. In  the 
Maarsseveen population, strains 2, 8, and 24 showed  the highest  level of  incompatibility 
counts (183, 196, and 288, respectively), Figure 5.1A. In the Vinkeveen population, strains 3 
& 4 showed the highest incompatibility counts (404, 392, respectively). Successive deletion 
of genotypes with  the highest  incompatibility counts  from  the data matrix  revealed  that 
up to 20 genotypes (of a total of 24) had to be deleted before no matrix incompatibility was 
observed  in  the Maarsseveen population  (Figure 5.1B).  In  the Vinkeveen population, 18 
out of the 22 genotypes had to be deleted before matrix incompatibility was removed.  
The steady decline  in matrix  incompatibility upon successive deletion of genotypes with 
the highest incompatibility counts indicates that there were no major groups of genotypes 
that are more incompatible than others are. The high incompatibility counts of several A. 
formosa  strains  strongly  suggest  that  genetic  exchange  (recombination)  is  taking  place 
within the populations.  
a  
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Figure 5.1. Results of  the Character  compatibility analysis,  (A)  incompatibility  counts between A.  formosa 
strains from the populations in Lakes Maarsseveen (white) and Vinkeveen (black). The matrix compatibility, 
calculated after successive deletion of genotypes with  the highest number of  incompatible character states 
(B), showed a clear deviation from a clonal genetic structure in populations from Lakes Maarsseveen (white) 
and Vinkeveen (black).  
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Of the nine enzymes used in allozyme electrophoresis, three revealed reproducible results. 
One enzyme  (MDH) was  found  to be monomorphic, and  two enzymes  (GPI and PGM) 
were found to be polymorphic within the two host populations. Combined, the enzymes 
GPI and PGM revealed 3 distinct genotypes (out of 24 individual strains) in the A. formosa 
population of Lake Maarsseveen, and 5 distinct genotypes (out of 22 individual strains) in 
the Vinkeveen population. Calculation of Nei’s unbiased estimate of heterozygosity  (Nei 
1978)  resulted  in  an  estimate  of  heterozygosity  of  0.511  for  enzyme GPI,  and  0.513  for 
enzyme PGM within the Maarsseveen population. The average heterozygosity was found 
to be 0.512. In the Vinkeveen population, estimates of heterozygosity were 0.304 and 0.426, 
respectively for enzymes GPI and PGM, and the average heterozygosity was found to be 
0.365  (Table  5.1).  In  the Maarsseveen  population,  a  significant  deviation  from Hardy‐
Weinberg  equilibrium was  found  only  for  enzyme GPI  (p<0.001),  by  performing  Exact 
tests using the Conventional Monte Carlo method with 1000 permutations. Enzyme PGM 
was found to be in Hardy‐Weinberg equilibrium (p=0.1769). The opposite was observed in 
the  Vinkeveen  population,  with  enzyme  PGM  deviating  significantly  from  Hardy‐
Weinberg equilibrium (p=0.0026), while enzyme GPI conformed to equilibrium conditions 
(p=1.000). 
 
Discussion 
Character  compatibility  analysis  of  AFLP  markers  and  the  compliance  with  Hardy‐
Weinberg equilibrium for at least one enzyme in both populations strongly suggest that, at 
least  occasionally,  sexual  reproducing  may  occur  in  A.  formosa  populations  of  Lakes 
Maarsseveen  and  Vinkeveen. Other  population  genetic  studies,  in which  the mode  of 
reproduction was  assessed  using  character  compatibility  analysis  of  dominant  (AFLP) 
markers showed  lower  levels of genetic variation  than our studies. Van der Hulst  (2000) 
found  that  some genotypes were overrepresented  in populations of Taraxacum  officinale. 
This overrepresentation of particular multilocus genotypes  is often  the most  robust and 
significant  evidence  of  clonal  reproduction  (Tibayrenc  1991). However,  the majority  of 
genotypes  within  T.  officinale  populations  differed  in  many  markers  from  each  other, 
which suggests that these genotypes might have sexual rather than clonal relationships.  
In addition, Clepitis (2001) found similar results for Allium vineale. Genetic variation was 
significantly  lower  than  expected  under  recombination  in  almost  all  populations,  but 
deviated from a clonal structure. In contrast, in our studies on A. formosa populations, we 
found higher levels of genetic variation, with every isolate represented by a unique AFLP 
banding pattern. The number of incompatibility counts and matrix incompatibility values 
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(calculated  from a comparable number of markers) are higher  for A.  formosa populations 
compared to populations of T. officinale and A. vineale.  
The  number  of  enzyme  systems, which  gave  reproducible  results  in  our  studies,  is 
rather limited when compared to the number of enzymes used in other population genetic 
studies (i.e., Richards et al. 2004). However, this is not uncommon in plant systems.  
For  instance,  Menken  et  al.  (1995)  tested  15  enzymes,  of  which  3  were  found  to  be 
polymorphic and were used  in actual analyses. In addition, Kollmann et al. (2000) tested 
26 enzymes, of which only 8 gave reliable results. In our analyses, 3 out of the 9 enzymes 
tested gave reproducible results. Two enzymes (one of each in one of the two populations) 
showed no deviations from Hardy‐Weinberg equilibrium and detected three, respectively 
five  distinct  genotypes  in  the  A.  formosa  host  populations  of  Lakes  Maarsseveen  and 
Vinkeveen. This  in  contrast  to  an  earlier  study on A.  formosa populations by  Soudek & 
Robinson  (1983)  where  no  variation  was  detected  within  populations,  only  between 
populations.  In  addition,  analyses  of  AFLP markers  obtained  from  A.  formosa  isolates 
(isolated in 2004) originating from a small water body in the Azores showed lower levels 
of incompatibility (De Bruin unpublished) than the populations of Lakes Maarsseveen and 
Vinkeveen.  It  is, however, unknown  if  the A.  formosa populations  studied by Soudek & 
obinson  and  the  population  in  the Azores were  under  frequent  and  severe  attack  by 
it 
R
parasites. 
Sexual  reproduction has never been observed directly  in A.  formosa  (Canter‐Lund & 
Lund 1995), nor has  it been  induced successfully  in experiments. Mann (1988) suggested 
that field data on cell size reduction and restitution may yield support for the occurrence 
of  sexual  reproduction  in  Asterionella.  Due  to  the  unique  nature  of  their  (mitotic)  cell 
division, diatom cells decrease  in size with every cell division  (i.e., Kling 1993). Cell size 
restitution (regaining the original cell size) is often, but not necessarily, obtained via sexual 
reproduction  (Chepurnov  et  al.  2004).  Nipkow  (1927)  studied  cell  size  reduction  and 
restitution of several diatom species over a 23‐year period between 1896 and 1919.  
A  sudden  increase  in  cell  size  in  Asterionella  gracillima, which may  indicate  sexual 
reproduction, was observed in 1909 (from 57 μm to 88 μm) and again in 1916 (from 61 μm 
to 83 μm).  It  is unclear what  triggered  these relatively rapid  increases  in cell size, but 
may have been the result of sexual reproduction. If sexual reproduction would occur even 
infrequently,  like Mann  (1988)  suggested  for A.  formosa,  the amount of genetic variation 
created  in  such  a  sexual  event would  have  ramifications  for  a  long  period  afterwards. 
Furthermore,  models  suggest  that  occasional  sex  should  provide  nearly  the  same 
advantage as obligate sex (West 2002; Bengtsson 2003).  
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In our study, we attribute the high level of genetic variation in AFLP markers and the non‐
significant deviation from Hardy‐Weinberg equilibrium for at least one enzyme in both of 
the
ation, 
as  suggested  by De  Bruin  et  al.  (2004)  also  require  attention  to  pinpoint  the 
orig
rker of 
cho
pports the Red Queen hypothesis 
that parasite pressure  selects  for  sexual  reproduction among hosts. However, we  lack a 
  A.  formosa  populations,  primarily  to  recombination  through  sexual  reproduction. 
However, there may be other possibilities, which may explain these high levels of genetic 
variation.  The emergence of new genotypes in a population, other than by recombin
can occur through: (1) mutation or gene rearrangements (insertions, deletions), or (2) gene 
flow  (influx  of  new  genotypes). Undoubtedly, mutations,  generating  the  substitutions, 
deletions or transpositions in restriction sites and subsequent primer binding sites, played 
a role  in generating genetic variation observed  in our molecular markers.   However,  the 
level of genetic polymorphism in A. formosa populations based on mutations is not easy to 
quantify without knowledge of mutation rates and genome size. Clearly, the potential for 
mutations  accumulating  and  spreading  through  the  populations  are  facilitated  by  the 
enormous population size and short generation times of A. formosa in the field. Gene flow, 
as  an  explanation  for  the high  levels  of  genetic  variation within  the populations under 
study is not explored yet. Lake Maarsseveen is a small isolated water system, which is fed 
only by groundwater and precipitation, so  that gene  flow by  interconnecting waterways 
must be limited. Lake Vinkeveen, however, is larger than Lake Maarsseveen and has some 
(small) interconnected waterways. Other sources of gene flow (migrating birds or human 
activities) 
in of the high level of genetic variation found within these A. formosa populations. A. 
formosa  is not able  to  survive gut passage by waterfowl  (Atkinson 1970, 1971),  therefore 
migrating  birds  can  only  introduce  new  genotypes  in  a  population  by  transporting 
phytoplankton attached to their body (e.g., feathers). On the other hand, there are several 
other (small) water bodies in the vicinity of Lake Maarsseveen, and (human) recreational 
activities may move phytoplankton  from one  lake  to another. AFLP markers are not  the 
ideal markers  to study gene  flow; Microsatellites are more suitable  for  this purpose  (i.e., 
Rynearson & Armbrust 2000, 2004). Developing Microsatellites, nowadays  the ma
ice in most population genetic studies should be the next focus to get more insight in 
the origin of this high level of genetic variation. 
With  many  AFLP  markers  contributing  to  character  incompatibility  and  the  non‐
significant deviations  from Hardy‐Weinberg of at  least one of  the  two  enzymes  in  each 
population, it may be concluded that there is a high likelihood for the occurrence of sexual 
reproduction  in A.  formosa populations, but  that  it  simply has  been  overlooked  in  field 
studies. Furthermore, the high prevalences of  infection (> 90% of infected cells) observed 
during A. formosa blooms in both populations seem to su
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proper control. We have no data on the genetic variation of an A. formosa population from 
a comparable lake without epidemics. The main conclusion is that we find high  levels of 
genetic  variation  ‐  indicative  of  recombination  through  sex  ‐  within  two  A.  formosa 
populations,  which  are  under  frequent  and  heavy  attack  of  a  virulent  parasite.  This 
finding  is  certainly  not  contradictory  to  the  predictions  made  by  the  Red  Queen 
hypothesis. 
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Host genetic diversity holds back parasite evolution 
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Abstract 
Parasite evolution is costly to society. Examples include insect evolution in agriculture and 
emerging epidemics or multi‐drug resistant bacteria in medicine. Parasites are thought to 
have  a greater  evolutionary potential  than  their hosts, based on  their  larger population 
sizes  and  shorter  life  cycles.  The  Red  Queen  hypothesis  states  that  the  evolutionary 
struggle with parasites has selected for sexual reproduction among hosts. Recombination 
(via  sexual  reproduction)  results  in  a  genetically diverse  offspring,  and  this may  be  an 
important  mechanism  through  which  hosts  mitigate  parasite  damage  and  buffer 
populations against widespread epidemics.  In support of  the Red Queen hypothesis, we 
demonstrate here  that parasite  adaptation was held back  in  a population  of genetically 
variable hosts that differ in their susceptibility to parasite attack. We followed evolution of 
a fungal parasite during 200 generations of growth on its diatom host. We will show that 
parasite  fitness  improved  rapidly on  a new, genetically uniform host population, while 
parasite fitness did not increase on a heterogeneous host population. 
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Introduction 
Host  ‐ parasite  coevolution  is driven by virulence, broadly defined here as  the damage 
done  to  the  host  by  association with  the  parasite. Virulence  is  a  property  of  both  the 
parasite  and  the  host,  and  genetic  variation  among  hosts  should  –  in  the  absence  of 
parasite  evolution  – work  to  reduce virulence.  In  a genetically diverse host population, 
parasites are forced to adapt to every new host genotype they encounter. Virulence under 
these conditions  is expected to be sub‐optimal for the parasite and should shift up when 
host genetic diversity is restricted.  
  Ebert & Hamilton  (1996) argued  that direct evidence  for  the benefits of host genetic 
diversity  in  fending of parasites  is weak, whereas  the Red Queen hypothesis certainly  is 
amenable to rigorous experimental tests. The authors give suggestions, but most of these 
experimental  challenges  have  not  yet  been  met.  In  addition,  modelling  results  about 
parasite  evolution  in  heterogeneous  host  populations  are  inconclusive  and  very much 
depended  on model  premises  (Ganusov  et  al.  2002;  Regoes  et  al.  2000). Adaptation  of 
parasites  is  often  tested  in  (spatial)  transplant  experiments,  in which  the  growth  of  a 
parasite or  the rate of parasite  transfer  in a host population  is monitored, after exposing 
sympatric  and  allopatric  host  species/strains  to  infective  stages  of  a  particular  parasite 
(Parker 1985; Ebert 1994; Lively & Dybdahl 2000). In addition, the potential of parasites to 
adapt  to particular host genotypes  can be  studied  in  temporal  studies, by  following  the 
process of adaptation over several (hundreds of) generations in an experimental evolution 
approach. This can be achieved,  for  instance, by using serial passage experiments  (Ebert 
1998, Nilsson et al. 2004, Armitage & Siva‐Jothy 2005). Although these tests require long‐
term studies, they demonstrate evolutionary patterns more clearly (Gandon 1998). 
  The objective of our study was to provide a direct demonstration of the principle that 
host genetic diversity hinders parasite evolution. Parasites were given the opportunity to 
adapt to either a genetically uniform (uniclonal) or diverse (multiclonal) host population 
during  serial  passage  experiments,  in which  parasite  infective  stages were  transferred 
periodically  for more  than 50  transfers  (200 generations)  to  fresh host cultures. Parasites 
were  exposed  to  new,  previously  not  encountered  host  genotypes  and  adaptation was 
assessed as a change in parasite fitness.  
We used  the naturally  occurring host‐parasite  combination  consisting  of  the  freshwater 
diatom Asterionella  formosa  and  its obligatory host‐specific  fungal parasite Zygorhizidium 
planktonicum.  Z.  planktonicum  is  a  so‐called  chytrid  (Chytridiomycota),  primitive  fungi 
characterised by  the possession of mobile zoospores  that  enable  the parasite  to actively 
find and  infect  their hosts. Z. planktonicum  frequently  infects more  than 90% of all host 
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cells  in  a population  and  every  infection  leads  to  the death  of  the  host  cell. Epidemics 
at creates and maintains genetic variation in A. formosa 
on of Algae and Protozoa  (CCAP)  in  the United 
typically occur twice a year, during spring and autumn blooms of the host (Canter & Lund 
1951; Van Donk & Ringelberg 1983;  Ibelings et al. 2004). The parasite Z. planktonicum  is 
known  to  reproduce  asexually, but  occasionally  sexual  reproduction  occurs  (Doggett & 
Porter 1996). Sexual reproduction of the host A. formosa has never been observed, despite 
the  fact  that millions of  cells must have been  examined over  the years  (Canter & Lund 
1995). Recent studies, however, using molecular markers showed that sexual reproduction 
might be one of the mechanisms th
populations (De Bruin et al. 2004 & Chapter 5). 
 
Material & methods 
In our experiments a single strain of Z. planktonicum was used, which had been kept on 
one and the same uniclonal A. formosa strain for more than 20 years. We will refer to this 
strain  as  the  original  host.  Parasite  performance  on  this  original  host  served  as  a 
benchmark  for  changes  in  fitness  on  the  new  host  strains.  For  the  genetically  diverse 
(multiclonal)  treatment,  ten  A.  formosa  strains were  used, which  differ  in  their  genetic 
fingerprint  and  susceptibility  to  infection  by  the  particular  parasite  strain  (De  Bruin 
unpublished).  One  of  these  ten  host  strains  was  chosen  for  the  genetically  uniform 
(unioclonal) treatment. Host genetic diversity was reset to the starting conditions at every 
parasite  transfer  in  all  treatments  to  avoid  inevitable  selection  of host genotypes under 
parasite pressure. 
 
Culturing techniques of host and parasite species.  
Individual  colonies  of  the  freshwater  diatom  A.  formosa  were  isolated  from  Lake 
Maarsseveen in the Netherlands in 2000, 2001 and 2002 (De Bruin et al. 2004, Chapter 4). 
Samples were  taken  by  phytoplankton  net  tows,  and  individual  colonies were  isolated 
using  elongated  micropipettes  and  an  inverted  microscope  (Fluovert  FS,  Leitz).  Ten 
isolates obtained  from Lake Maarsseveen were used  in  this  study:  strain 01  (isolated  in 
2000), strains 02 and 03 (2001), and strains 04‐10 (2002). Another A. formosa strain, 1005/09, 
was obtained  from  the Culture Collecti
Kingdom. This host was originally  isolated  from Esthwaite Water  in 1979. All A.  formosa 
strains were maintained  in batch  cultures  (Bruning 1991a), with a  slight modification  to 
the  growth  medium:  Chu‐10  medium  (Stein  et  al.  1973)  was  used.  An  isolate  of  the 
obligate parasitic fungus Z. planktonicum (C9) was obtained from the CCAP in 2002. This 
parasite strain was originally  isolated  from Blelham Tarn  in  the English Lake District  in 
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1983, and has been maintained at the CCAP on A. formosa host isolate 1005/09 ever since. 
In our laboratory, the parasite strain was cultured by weekly adding 5 mL of a one‐week‐
old infected A. formosa culture to a 150 mL fresh host culture (Bruning 1991a).  
 
Experimental set‐up of serial passage experiments and fitness tests.  
Parasite  strain C9 was maintained  for 200 generations  (± 50  transfers) on  three different 
host treatments: two genetically uniform (uniclonal) host populations of (1) an isolate of A. 
formosa  from Lake Maarsseveen,  (2)  its original A.  formosa host  (CCAP 1005/09)  isolated 
from  Blelham  Tarn,  and  (3)  a  genetically  diverse  (multiclonal)  host  population  of  10 
ifferent A. formosa isolates (Figure 6.1).  d
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6.1. Set‐up of the serial passage experiment. Z. planktonicum zoospores were obtained from a culture 
of the original host‐parasite combination (1005/09 + C9) by filtration, and used in 3 different A. formosa host 
treatments for the initial fitness test. The 3 host treatments consists of a host population of a new uniclonal 
strain  (black),  a  multiclonal  host  population  consisting  of  10  different  host  genotypes  (white),  and  a 
monoclonal population of the original host 1005/09 (grey). Fitness tests on former and new host genotypes 
were carried out at the beginning of the experiment, and after 100 and 200 generations of parasite growth on 
the new host populations. 
 
Host  strain  02 was  used  as  a  uniclonal  host  treatment,  and was  incorporated  into  the 
multiclonal host treatment together with 9 other host  isolates, also originating from Lake 
Maarsseveen.  The  serial  passage  experiment was  preceded  by  a  fitness  test  of  parasite 
Original
host   parasite
combination
&
Serial Passage
Initial fitness tests
(growth rate)
Fitness tests: 100 & 200 
generations on new host
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strain C9 on  the  3 host  treatments. Therefore,  5  replicate host  suspensions of  each host 
treatment (final concentration: 10.000 cells∙mL‐1) were inoculated with 5 mL of a zoospore 
suspension of parasite  strain C9  (final  concentration: 6200  spores∙mL‐1), obtained  from a 
ulture of  the original host‐parasite  combination  (1005/09  + C9). Fitness  tests on  former 
iment, and after 100 
  8 days,  and  fixed with glutaraldehyde  (final 
oncentration  1%).  For  the  three  treatments,  the  infection  pattern was  scored  daily  by 
ounting the prevalence of infection (proportion of infected host cells) of 500 host cells per 
eplicate  line, for 8 days. Staining with Calcofluor White (Müller & Sengbusch 1983) and 
uorescence  microscopy  clearly  identified  attached  zoospores  and  sporangia.  Parasite 
tness  was  assessed  at  different  time  points  during  the  experiment  (0,  100  and  200 
enerations on the new host), and is expressed as in May & Anderson (1983):  
here R0 is the number of secondary infections caused by a single primary infection within 
e host population, β the rate constant of infectious transfer of the parasite, N the density 
f  the host population  (kept  constant by weekly  transfer under  standard  conditions),  α  
e  virulence  (in  this  case  virulence  equals  1,  since  every  infection  kills  the  host  cell 
uickly,  reducing  host  fitness  to  zero),  b  the  rate  of  parasite  independent  mortality 
ssumed constant and negligible in our experiments), ν the rate of host recovery (zero in 
c
and new host genotypes were carried out at the beginning of the exper
and 200 generations of parasite growth on the new host treatments.  
The environmental conditions in serial passage and for the fitness tests (temperature 18 °C, 
irradiance 35 μmol photons m‐2∙s‐1 at a light‐dark cycle of 14:10 h) were chosen to provide 
epidemic development of the parasite (Bruning 1991b). In each fitness test, samples (1 mL) 
of  each  replicate  line were  taken daily  for
c
c
r
fl
fi
g
β
α +
w
th
o
th
q
(a
our  case). Hence,  evolution  of  parasite  fitness  is  fully  determined  by  adaptations  in  β, 
which was determined using  logistic  regression  from  calculations  on  the  proportion  of 
infected  host  cells  during  one  week  after  inoculation  of  host  cultures  with  fungal 
zoospores.  Statistical  analysis  on  the  fitness  parameter  R0  was  performed  by  paired 
sampled t‐tests. 
ν+= b
NR0
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Results 
Parasite fitness decreased when the parasite was moved from its original host strain to a 
novel host  strain  (Figure  6.2a).  In  the  initial  fitness  tests  (generation  0)  infection  spread 
faster on its original (uniclonal) host population than on the new uniclonal or multiclonal 
hosts  (t‐tests  p<0.001).  Subsequently,  parasite  fitness  increased  significantly  in  the 
uniclonal  host  treatment  whereas  fitness  did  not  change  significantly  in  either  the 
Figure 6.2. Fitness (R0) of Z. planktonicum on 3 different A.  formosa host populations at generation 0 (initial 
fitness test), and after 100 and 200 generations of growth on the new host populations. The new monoclonal 
host population is indicated by black bars (A), the new multiclonal host population by white bars (B), and its 
original monoclonal host population (1005/09) by grey bars.  
multiclonal treatment or in the control, i.e., the parasite kept on its original host (Figures 
6.2b and 6.2c, respectively).  
0.00
0.20
0.40
0.60
0.80
1.00
1.20
1.40
0 100 200
Pa
ra
si
te
 fi
tn
es
s 
(R
0)
Generations
0.00
0.20
0 100 200
Generations
Pa
ra
0.40
0.60
0.80
1.00
1.20
1.40
si
te
 fi
tn
es
s 
(R
0)
0.00
0.20
0.40
0.60
0.80
1.00
1.20
1.40
0 200
Generations
Pa
ra
si
te
 fi
tn
es
s 
(R
0)
C
A
B
Pa
ra
si
te
 fi
tn
es
s 
(R
0)
Pa
ra
si
te
 fi
tn
es
s 
(R
0)
Pa
ra
si
te
 fi
tn
es
s 
(R
0)
Pa
ra
si
te
 fi
tn
es
s 
(R
0)
Pa
ra
si
te
 fi
tn
es
s 
(R
0)
Pa
ra
si
te
 fi
tn
es
s 
(R
0)
143 
Chapter 6 
A  significant  increase  in  fitness  (p=0.005)  of  Z.  planktonicum  was  observed  after  100 
a
Our results demonstrate unequivocally  that genetic variation within  the host population 
hindered parasite adaptation. Attenuation, a significant reduction in fitness on the former 
host after evolution on a new host, was not observed in any of the treatments (Figure 6.2). 
The rapid adaptation of the parasite on the new uniclonal host was somewhat unexpected, 
since such rapid evolution  is normally only expected when RNA viruses are used, when 
mutator strains evolve or when horizontal DNA transfer is extensive (Ebert 1998), none of 
which applies here. Strong natural selection is the most likely explanation for the changes 
in  parasite  fitness. Genetic  drift may  cause  virulence  to  shift  either  up  or  downward, 
however,  since  many  infective  stages  (>  100.000  zoospores)  were  transferred  at  each 
passage, genetic drift may be excluded as the primary explanation for parasite adaptation 
in  the  uniclonal  treatment. Moreover,  the  changes  in  parasite  fitness were  seen  across 
replicate  treatments.  Ideally,  we  should  have  compared  parasite  evolution  in  the 
multiclonal  treatment  with  evolution  on  all  ten  hosts  that  made  up  the  multiclonal 
treatment  individually, but this was technically not feasible. However, we have shown a 
real effect, which cannot be attributed to chance. As such, our results on the comparison 
between  a  single uniclonal  treatment  and  a multiclonal  treatment  contribute  to  a better 
understanding  of  the  effect  of  genetic  variation  within  host  populations  on  parasite 
evolution.  
It is now widely accepted that a positive trade‐off between transmission rate and virulence 
(parameters β and α  in  the equation of R0) may result  in an  intermediate virulence  level 
(Levin  1996). Z.  planktonicum  is  an  extremely  virulent  parasite  to  the  extent  that  every 
infection kills  the host,  and yet  it  is not  an obligatory killing parasite  (Ebert & Weisser 
1997), in which the host must be killed before the parasite stages can be transmitted. The 
intermediate virulence.  
generations on  the uniclonal host  (Figure 6.2a). At generation 200, no  further significant 
increase in fitness was observed (p=0.320): fitness of the parasite on the new host genotype 
reached  a  comparable  level  to  that  of  the  parasite  on  its  original  host.  Fitness  did  not 
change significantly either in the multiclonal treatment or in the control (Figures 6.2b  nd 
6.2c). 
 
Discussion 
chytrid epidemics occur during A. formosa blooms, when finding a new uninfected host for 
the  free‐swimming zoospores  is  straightforward, perhaps allowing  the parasite  to be  so 
highly virulent. Model results from Regoes et al. (2000) suggest that host heterogeneity in 
itself could be sufficient to explain the evolution of 
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Generalist parasites would evolve to demonstrate an intermediate level of virulence across 
a wide range of hosts. In contrast, a high level of virulence would be indicative of parasite 
specialisation involving a high cost of switching between hosts. The high virulence level in 
the  A.  formosa  ‐  Z.  planktonicum  system  would  suggest  that  highly  specialised  fungal 
strains are present. And yet, although we  see a  rapid  increase  in parasite  fitness on  the 
new uniclonal host,  this does not occur at  the cost of  reduced  fitness  in  its  former host, 
omething we would have expected if a truly specialist parasite strain had evolved in our 
e  lack of  attenuation on  the  former host  after  specialisation  to  the novel 
sfer.  
s
experiment. Th
host  implies  that  adaptation  to  a  new  host  progressed  faster  than  attenuation  on  the 
former host. Many studies have  found attenuation, as reviewed by Ebert  (1998), so why 
was  it absent  in our host‐parasite system? One explanation may be  that  in many studies 
that perform serial passage of hosts and parasites, a new species is used as a host, resulting 
in attenuation after only a  few  transfers  (Guthrie  et al.  1974; Diffley  et al.  1987).  In our 
experiments,  the  parasite  is  exposed  to  a  new  genotype  of  the  same  host  species. 
Therefore,  attenuation  on  the  former  host  may  take  longer,  because  the  cost  of 
specialisation is limited compared to other studies.  
  Inbreeding  and  low  genetic  diversity  have  long  been  associated  with  decreased 
resistance  to  disease  (Spielman  et  al.  2004),  and  an  example  are  the  potato  late  blight 
epidemics  in genetically homogeneous potato  crops  (Garrett et al. 2000; Andrivon et al. 
2003).  The  importance  of  genetic  diversity  in  buffering  populations  against  diseases  is 
usually  explained  by  the  fact  that  all  individuals  in  a population  are  equally  at  risk  to 
infection  by  a  successful  parasite  (Puurtinen  et  al.  2004).  Here  we  present  a  possible 
explanation for this, by showing that genetically uniform host populations are more at risk 
than  genetically  diverse  populations.  Genetic  homogeneity  within  a  host  population 
supports  fast  adaptation  of  the  parasite  resulting  in  increased  virulence  and/or  rate  of 
parasite tran
As  such,  our  data  provides  support  for  a  crucial  element  in  the  ‘sex  against  parasites’ 
version of the Red Queen hypothesis: host genetic diversity hinders parasite adaptation. 
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Abstract 
Adaptation of parasites to their local hosts provides indirect evidence for the occurrence of 
coevolution within  host‐parasite  relationships. We  investigated  the  occurrence  of  local 
adaptation  in  an  aquatic  host‐parasite  system  consisting  of  the  freshwater  diatom 
Asterionella  formosa,  and  the  obligatory  host‐specific  fungal  parasite  Zygorhizidium 
planktonicum.  In  two different  types of  experiments,  single  strain assays and population 
assays, we  investigated  (1)  if  the  number  of  highly  susceptible  genotypes  in  local  host 
populations  exceeded  those  in  novel  host populations,  and  (2)  if  the  fitness  of parasite 
strains  on  local  host  populations was  higher  than  on  novel  host  populations.  Parasite 
strains showed different levels of infectivity on the various A.  formosa host strains tested, 
and host strains showed different  levels of susceptibility  to  the different parasite strains 
used. One of the three tested parasite strains was found to be locally adapted in the single 
strain  assays, with more highly  susceptible host genotypes  in  the  local host population 
compared  to  the  novel  host  population.  In  the  population  assays,  parasites  from  Lake 
Maarsseveen showed a significant higher fitness on the local host population, compared to 
the novel host population from Lake Vinkeveen. In contrast, the parasite strain from Lake 
Vinkeveen showed no significant higher fitness on  its  local host population compared to 
its  fitness  on  the  novel  host  population. Genetic  analyses  of  the  two  host  populations, 
assessed  by  AFLP  markers,  revealed  a  larger  amount  of  genetic  variation  within 
populations  than  between  populations.  This  may  explain  (partly)  the  lack  of  a  clear 
pattern  of  local  adaptation within  this  host‐parasite  relationship.  The  potential  for  the 
occurrence of coevolution within this aquatic host‐parasite relationship is discussed.  
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Introduction 
Coevolution  is believed  to play an  important role  in diverse aspects of host and parasite 
biology, like the evolution of parasite virulence and the evolution of sexual reproduction 
of hosts. The nature of coevolution is described by the Red Queen hypothesis (Van Valen 
1973; Bell 1982), and  it  is expected  to be particularly  important  in host‐parasite  systems 
because of  the  intimate nature of  the association and  the  strong  selection pressures  that 
hosts and parasites can exert on each other. Coevolution may  lead  to  local adaptation of 
parasites to their sympatric hosts, where  locally adapted parasites are (on average) more 
infectious to sympatric hosts than to allopatric hosts of the same species (Kaltz & Shykoff 
1998;  Ebert & Hamilton  1996). According  to  conventional wisdom,  parasites with  their 
relatively  short  life  cycles  evolve  faster  than  their  hosts  and  are  therefore  ahead  in  the 
coevolutionary arms race, quickly overcoming new host resistance. Therefore, adaptation 
of parasites to new host genotypes may be faster than the emergence of new resistant host 
genotypes.  The  adaptation  of  parasites  to  local  hosts  is  often  tested  in  transplant 
experiments,  in which  the growth of a parasite or  the  rate of parasite  transfer  in a host 
population is monitored, after exposing sympatric and allopatric host species/strains to the 
infective stages of a particular parasite (Parker 1985; Ebert 1994; Lively & Dybdahl 2000). 
In addition, the potential of parasites to adapt to particular host genotypes can be studied 
by  following  the  process  of  adaptation  over  several  (hundreds  of)  generations  in  an 
experimental  evolution  approach.  This  can  be  achieved,  for  instance,  by  using  serial 
passage experiments (Ebert 1998, and Chapter 6). Although these tests require  long‐term 
studies, they demonstrate evolutionary patterns more clearly (Gandon 1998).  
Local adaptation of parasites is not always found in host‐parasite systems (Dufva 1996; 
Mutikainen  et  al.  2000),  and  even maladaptation  is  sometimes  found  in  systems where 
local adaptation was expected to occur (Imhoof & Schmid‐Hempel 1998; Kaltz et al. 1999; 
Oppliger et al. 1999). The potential  for  local adaptation of parasites may depend on  the 
geographical  scale  on  which  the  study  is  carried  out,  and  the  effect  of  selection  and 
migration on both host and parasite populations  (Lively 1999; Thompson 1999; Gandon 
2002).  
We  investigated  the adaptation of parasites  to  local host populations  in an aquatic host‐
parasite  relationship  between  the  freshwater  diatom  Asterionella  formosa,  and  the 
obligatory,  host‐specific  fungal  parasite  Zygorhizidium  planktonicum.  The  parasite  Z. 
planktonicum  is  highly  infective,  and  shows  an  extremely  high  prevalence  of  infection 
(proportion of  infected host cells)  in A.  formosa host populations, often exceeding 90%  in 
bi‐yearly epidemics (Van Donk & Ringelberg 1983; Ibelings et al. 2004).  
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Ebert  & Hamilton  (1996)  argued  that  statistical  power  is weak  for  the  coevolutionary 
igher fitness 
on 
  (M01‐M17)  from  Lake  Maarsseveen  and  17  isolates  (V01‐V17)  from  Lake 
  ,
theory  of  virulence,  and  thus  for  the potential  for  local  adaptation, when  the  variation 
within the ‘genetic unit’ (e.g., host population, geographic area) is (much) larger than the 
variation  explained  by  genetic  isolation.  The  geographic  distance  between  the  two  A. 
formosa host populations under  study  is 36 km. To  investigate whether  local adaptation 
may occur at such a relatively short distance, genotypic variation for host resistance and 
susceptibility  was  studied  using  a  combination  of  infection  experiments  and  genetic 
analyses of host populations using AFLP markers. 
 
Material & Methods 
To  investigate  if  the  parasite  Z.  planktonicum  was  locally  adapted  we  performed  two 
different  types  of  experiments:  single  strain  assays  and  population  assays.  Both 
experiments  use  reciprocal  combinations  of  host  and  parasites  from  local  and  novel 
populations.  In  single  strain  assays  (one  parasite  strain  versus  one  host  strain),  we 
investigated  if  the  number  of  highly  susceptible  genotypes  isolated  from  a  local  host 
populations exceeds those in novel host populations.  
In addition, in population assays, the fitness of two parasite strains of Lake Maarsseveen 
were  tested on a  local host population  (consisting of a mix of 17 host  isolates  from Lake 
Maarsseveen) and a novel host population  (consisting of a mix of 17 host  isolates  from 
Lake Vinkeveen), and vice versa, the fitness of a parasite strain from Lake Vinkeveen was 
tested on its local host population and compared to the fitness on a novel host population 
of Lake Maarsseveen. If Z. planktonicum is locally adapted, it should have a h
its local A. formosa host population than on a novel host population. 
 
Isolation and culturing of host and parasite species.  
Individual  colonies  of  the  freshwater  diatom  A.  formosa  were  isolated  from  Lakes 
Maarsseveen  (52°09.0  N,  005°05.0  E)  and  Vinkeveen  (52°13.0  N,  004°56.0  E)  in  the 
Netherlands  in  2002  and maintained  as  described  by De  Bruin  et  al.  (2004).  Seventeen 
isolates
Vinkeveen were used. Two  isolates of  the obligate parasitic  fungus Z. planktonicum were 
obtained from Lake Maarsseveen  in 2000  (FM 1)  and 2002  (FM 2). A  third  isolate of Z. 
planktonicum (FV 1) was  isolated from Lake Vinkeveen  in 2002. Each parasite  isolate was 
cultured as described by De Bruin et al. (2004), and kept on host cultures containing host 
genotypes from their populations of origin. 
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Infection experiments. 
Two  types  of  infection  experiments  were  conducted,  here  referred  to  as  single  strain 
assays  and  population  assays.  In  single  strain  assays,  all  34  host  isolates  were  tested 
separately  for  their  susceptibility  to  parasite  attack  in  a  reciprocal  cross‐inoculation 
experiment, using  the 3 Z. planktonicum parasite  strains described  earlier. All A.  formosa 
strains  (10.000  cells∙mL‐1) were  inoculated  separately with  zoospore  suspensions  (70.000 
spores∙mL‐1)  of  the  Z.  planktonicum  strains.  Infection  experiments  were  carried  out  in 
triplicate in 20 mL test tubes containing 10 mL A. formosa host strain suspension and 5 mL 
.  planktonicum  zoospore  suspension.  Susceptibility  classes  rank  the  vulnerability  of A. 
ith class 1 containing host strains found infected after 12 days, 
  o
tion. The more  infective  a parasite 
Lake Maarsseveen 
population  and  17  host  strains  from  the  Lake  Vinkeveen  population.  These  two  host 
site attack by the 3 parasite strains 
 De Bruin et al. (2004, Chapter 4). 
ll  samples,  in  both  single  strain  and population  assays, were  stained with Calcofluor 
White  (Müller & Sengbusch 1983), and examined with an  inverted microscope  (Fluovert 
Z
formosa to fungal attack, w
class  2  containing  host  strains  found  infected  after  8  days,  and  class  3  containing  host 
strains found infected already after 4 days  f inoculation with zoospores. A. formosa strains 
that were found uninfected after day 12 were tested again in a new experiment. After this 
second  test, A.  formosa  strains  that were  still  not  infected were  scored  as  resistant. The 
number  of  highly  susceptible  host  strains  (class  3)  for  each  parasite  strain  in  each 
population was  scored  as  a measure  for  local  adapta
strain  is,  the  higher  the  impact  on  host  fitness,  resulting  high  susceptible  of  the  host. 
Therefore, we expect a larger number of highly susceptible A. formosa strains in local host 
populations,  compared  to  novel  host populations.  Statistical  analysis  on  the  number  of 
highly  susceptible  host  strains  between  local  and  novel  host  strains was  performed  by 
Mann‐Whitney U tests, using the statistical package SPSS 11.5. 
In  population  assays,  two  distinct  host  populations  were  formed  (Maarsseveen  & 
Vinkeveen)  by mixing  together  17  host  strains  originating  from  the 
populations were tested for their susceptibility to para
in a cross‐inoculation experiment. Therefore, in 100 mL Erlenmeyer flasks, 4 replicate host 
suspensions (final concentration: 10.000 cells∙mL‐1) of each host population was inoculated 
with a zoospore  suspension, prepared  for  each parasite  strain  (final  concentration: 6200 
spores∙mL‐1). Zoospore suspensions were obtained from cultures, consisting of hosts from 
the parasite’s local host population. Samples (2 mL) of each replicate line were taken daily 
for 8 days, and  fixed with glutaraldehyde  (final concentration 1%). The  infection pattern 
was scored daily by counting the prevalence of infection of 500 host cells per replicate line 
for 8 days. The environmental conditions used in the experiments (based on experimental 
studies by Bruning 1991) were as described by
A
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FS,  Leitz)  at  250x  magnification  with  UV  excitation  (365  nm),  to  clearly  identify  the 
 host populations, 50 mL of 
den
using  the 
different  stages  (attached  zoospores  and  sporangia) of  the parasite. Parasite  fitness was 
expressed as in May and Anderson (1983):  
where  R0  is  the  number  of  secondary  infections  caused  by  a  single  primary  infection 
within the host population, β the rate constant of infectious transfer of the parasite, N the 
density of the host population, α the virulence (in this case virulence equals 1, since every 
infection kills  the host  cell quickly,  reducing host  fitness  to  zero), b  the  rate of parasite 
independent mortality (assumed constant and negligible in our experiments), ν the rate of 
host  recovery  (zero  in our case). Hence, parasite  fitness  is  fully determined by  β, which 
was determined using  logistic regression  from calculations on  the proportion of  infected 
host  cells  during  one week  after  inoculation  of  host  cultures with  fungal  zoospores. A 
higher level of β on the local host population, in comparison with a novel host population, 
indicates  local adaptation. Statistical analyses were performed by paired  sampled  t‐tests 
using the statistical package SPSS 11.5. 
 
Genetic analyses.  
To investigate the level of genetic diversity between and within
να
β
++= b
NR0
se clonal host culture of each A.  formosa isolate was centrifuged for 5 minutes at 2000 
rpm. After discarding  the  supernatant,  cell pellets were  transferred  to  2 mL Eppendorf 
tubes. DNA extraction and AFLP analysis were carried out according to Vos et al. (1995). 
An  initial  screening  of  suitable  primer  combinations was  performed  by  using  either  a 
single strain or a pool of 8 A.  formosa strains. Forty‐eight primer combinations with  two 
selective  nucleotides  were  screened  for  the  number  of  markers  produced  and  their 
distribution over the lanes. Four primer combinations were selected for the actual analysis. 
Primer  combinations used  in  the  analysis were:  (1) Eco+GA & Mse+AT,  (2) Eco+GA & 
Mse+CC, (3) Eco+GA & Mse+CG, and (4) Eco+GC & Mse+AC. In AFLP analysis, each locus 
was treated as a separate character, scored as present (1) or absent (0), and converted into 
a binary data matrix. This 0/1 matrix was used to construct genetic similarity estimates of 
all possible pair‐wise  comparisons of  the 34 A.  formosa  strains using  Jaccard’s  similarity 
coefficient  (Jaccard  1908).  The  Jaccard  similarity  matrix  was  calculated 
multivariate statistical package NTSYS‐pc  (Rolf 1997). Cluster analysis was performed to 
construct  a dendrogram using  the unweighted pair‐group method using  the  arithmetic 
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means  (UPMGA) procedure. An Analysis of Molecular Variance  (AMOVA) was used  to 
get more  insight  in the pattern and degree of similarity within and between populations 
revealed by UPMGA. The  total amount of genetic variation was partitioned  in a within 
population  component  and  a  between  population  component.  The  number  of 
permutations  for  significance  testin 1000  for  the  null  hypothesis  of  no 
population  structure.  Pair‐wise    between  A.  formosa  strains  were 
calculated for AMOVA using the Euclidean metric of Excoffier et al. (1992). The distance 
in assays. Three Z. planktonicum parasite strains, FM 1, FM 2, 
  of  the  fungus  from  Lake  Maarsseveen  and  Vinkeveen, 
spectively) were tested on local and novel host strains of A. fomosa. Shown is the number of host genotypes 
e  4  infection  classes,  with  class  0  containing  strains  that  were  resistant,  class  1 
g  was  set  to 
genetic  distances
matrix  was  calculated  using  the  RAPDistance  analysis  package  (version  1.04)  of 
Armstrong et al. (1995). 
 
Results 
Infection experiments.  
In the single strain assays the 3 Z. planktonicum parasite strains showed different levels of 
infectivity on the 34 A. formosa host strains tested, and host strains showed different levels 
of susceptibility to the different parasite strains (Table 7.1). 
 
Table 7.1. Results from the reciprocal single stra
  FV1  (where  M  and  V  indicate  isolationand
re
falling  into  each  of  th
containing host strains infected after 12 days, class 2 host strains infected after 8 days, and class 3 host strains 
infected after 4 days of inoculation with zoospores.  
 
Maarsseveen host isolates  Vinkeveen host isolates 
Parasite Isolates 
0  1  2  3  0  1  2  3 
FM 1  2  1  4  10  1  2  2  12 
FM 2  1  0  2  14  7  5  4  1 
FV 1  3  5  8  1  1  2  12  2 
 
 
All replicates per  tested host‐parasite combination showed an  identical  infection pattern. 
Most of the host strains showed a susceptible response to the 3 parasite strains, in which 
A.  formosa  cells  were  seen  to  bear  attached  zoospores  and  mature  sporangia  of  Z. 
planktonicum. Parasite strain FM 1, originating  from Lake Maarsseveen, showed no clear 
pattern  of  local  adaptation  (p=0.530).  Fifteen  local  host  strains  were  found  to  be 
susceptible,  in which 10  strains were  found  in  the highest  susceptibility  class  (3), and 2 
host strains were found resistant (class 0) in the local host population. This compares to 16 
157 
Chapter 7 
susceptible host  strains and 1  resistant host  strain  in  the novel host population, with 12 
strains  in  the  highest  (class  3)  susceptibility  class.  Parasite  FM  2,  also  originating  from 
Lake Maarsseveen, was  found  to be  locally adapted  (p<0.001). Sixteen host  strains were 
found  to  be susceptible  n  the  local  population,  of which  14  strains were  classified as 
highly susceptible (class 3), and 1 host strain was found to be resistant. This compared to 
10  susceptible  host  strains  in  the  novel  host  population,  with  only  1  host  strain  in 
susceptibility  class  3,  and  7  resistant  host  strains.  Parasite  FV  1,  originating  from  Lake 
Vinkeveen, was less infective than the parasite strains from Lake Maarsseveen, with more 
strains found in class 2 th
  i  
an in class 3 in both the local and novel host populations. Sixteen 
ost  strains were  found  to be  susceptible  to parasite attack within  the  local population, 
rains found  in class 2. In comparison, 16 strains were also found susceptible  in 
n, with only 8 host strains in class 2. Although there is a trend in 
ed a significant higher fitness, 
xpressed  as  R0  (p<0.001),  on  the  local  host  population  (host  strains  from  Lake 
h
with 12 st
the novel host populatio
the pattern of  local  adaptation of  this parasite  strain  to  its  local hosts, when  taking  the 
other classes into account, this pattern was not significant (p=0.08).  
In the population assays, parasites FM 1 and FM 2 show
e
Maarsseveen),  compared  to  the host population  constructed  from Lake Vinkeveen  host 
strains (Figure 7.1).  
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Figure 7.1. Parasite fitness, expressed as R0 in the population essays, of the three Z. planktonicum strains on 
local  and  novel  host  populations  of  A.  formosa.  Parasite  strains  FM  1  &  FM  2  originate  from  Lake 
Maarsseveen, parasite strain FV 1 from Lake Vinkeveen. Parasite fitness on the Maarsseveen host population 
is indicated by white bars and on the Vinkeveen population by black bars. Data represent mean values (n = 
4) with error bars (1 SE). 
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In contrast, parasite strain FV1 showed no significant higher fitness (p=0.188) on  its  local 
host  population  (Lake  Vinkeveen)  compared  to  the  novel  host  population  (Lake 
Maarsseveen).  
 
Genetic analysis.  
Four  AFLP  primer  combinations  selected  from  the  pre‐screening  of  48  primer 
combinations generated a total of 210 bands (52.2 ± 18.1 per primer combination), of which 
191 (90.9 %) were polymorphic over all 34 A. formosa strains. All individual strains showed 
unique banding patterns. Cluster analysis of all 34 A.  formosa  strains  revealed 2 distinct 
clusters (Figure 7.2).  
V05 
V07 
V01 
 
 ¤ for class 2, and for z class 3. 
 
Figure  7.2. Dendrogram  generated  by  UPMGA  of  Jaccard’s  similarity matrix,  obtained  from  210 AFLP 
markers,  showing  the genetic  similarity of 34 A.  formosa  strains, originating  from Lakes Maarsseveen and 
Vinkeveen. Two distinct clusters can be identified, with all A. formosa strains clustering in the population of 
origin. Susceptibility  towards  the  three parasite strains  is  indicated by  the symbols: Δ  for  infection class 0 
(resistance), for class 1,
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All strains clustered  in  their populations of origin, with 17 Vinkeveen strains  in  the  first 
cluster, and 17 strains from the Maarsseveen population in the se ond cluster. The pattern 
and degree of genetic
c
 variation  revealed by  cluster analysis was  further analysed by an 
nalysis  of Molecular  Variance  (Table  7.2). Most  of  the  variation was  found  between 
lations (61 %), and a smaller amount of variation between populations 
. t   dicat
lecular Variance (AMOVA) for 34 strains of A. formosa from populations in Lakes 
Maarsseveen and Vinkeveen, using AFLP markers. 
 
Source of variation  df  MSD  SSD 
Variance 
components 
% Total 
variance 
p‐value 
A
strains within popu
(39%)  Permutation‐based significant  ests of AMOVA variance components in ed that 
the  among‐population  classification  was  significantly  better  (p<0.001)  than  random 
classification 
 
Table 7.2. Analysis of Mo
Among populations  
‐ Maarsseveen and Vinkeveen 
1  271.79  271.79  14.68  39.04  < 0.001 
Within populations 
‐ Maarsseveen and Vinkeveen  
33  22.87  731.71  22.87  60.96   
 
 
Discussion 
We have shown in our experiments that host strains that are genetically different can also 
differ in their susceptibility to parasite attack. The host strains examined showed different 
levels of susceptibility to the 3 parasite strains, and each strain has a unique AFLP banding 
pattern. The difference  in  susceptibility  of  host  genotypes  in  the  strain  assays  between 
local and novel host populations for a particular parasite strain do not show a clear pattern 
of  local  adaptation.  Only  parasite  strain  FM  2  showed  a  significant  pattern  of  local 
adaptation in the single strain assays. 
In  addition, we  conducted  the  population  assays,  in which  the  fitness  of  a  particular 
parasite  was  compared  on  a  local  host  population  (a  mix  of  local  host  clones)  in 
comparison with  a  novel  host  population. Our  results  showed  that  the parasite  strains 
om Lake Maarsseveen (FM 1 & FM 2) had a significantly higher fitness on their local host 
and not  individuals should be  the  focus 
hen  studying  local  adaptation,  because  just  by  chance,  different  locations  can  be  in 
fr
population  compared  to  a  novel  host  population  obtained  from  Lake  Vinkeveen. 
However,  the parasite  strain  from Lake Vinkeveen did  not  show  a  significantly  higher 
fitness on its local host population.  
Kaltz & Shykoff  (1998) argued  that populations 
w
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different  phases  of  host  and  parasite  (coevolutionary)  cycling.  By  chance  alone  it  is 
possible  that,  at  a  given  point  in  time,  there  are  more  suitable  allopatric  hosts  than 
sympatric hosts. To obtain a better insight  in the pattern of local adaptation, populations 
(of  both  host  and  parasite),  are  the  best  units  for  observation,  in which  replication  is 
required on two levels: (1) the performance of a parasite population should be assessed on 
its sympatric host population in comparison to several allopatric host populations, and (2) 
several  sympatric  host  and  parasite  population  combinations  should  be  assessed  to 
account for temporal host‐parasite dynamics.  
The  lack  in  fulfilling  these  criteria  in  our  studies  is quite  likely  the  reason why we 
cribed  above  in  other  studies  of  host‐parasite 
 may also explain the absence of a clear pattern of local adaptation. The lack 
of local a  attributed  fere in h aras rati , 
y of parasite specialisation, or other more system‐specific factors (Kaltz 
1999; Mutikaine  al.  Theoretical models  
  Michalakis  2002)  s d  local ptation host‐parasite 
epend on  the migration  rates of both host and parasite. They 
howed that if migration rates of parasites are higher than their hosts, parasites are often 
cally adapted. In our host‐parasite relationship,  it  is unclear what the migration rate  in 
parasite is. The parasite Z. planktonicum can migrate in two different ways: 
ariation  within  populations,  assessed  with  AFLP 
  nature  provides  support  for  at  least  the  potential 
failed  to  show  a  clear pattern of  local  adaptation,  especially  in  the  single  strain  assays. 
Failing  to meet  (all)  the  requirements des
relationships
daptation was often to dif nces  ost and p ite mig on rates
affecting the abilit
et al. 1999; Oppliger et al.  n et  2000).  (Gandon et al.
1996;  Gandon  & howe that    ada   in 
relationships might also d
s
lo
both host and 
(1) as mobile free swimming zoospores, and (2) by migrating with its host A. formosa when 
attached to the host cell. Estimates of possible differences in migration rates between host 
and parasite or between populations within  this  system  remain  speculative without  the 
aid of specific molecular markers (i.e., Microsatellites). 
In addition, Ebert & Hamilton  (1996) argued  that statistical power  is weak when  the 
variation within the ‘genetic unit’ is larger than between units (in our case populations). In 
our  host  populations,  the  genetic  v
markers, is larger than between populations. This result may additionally explain why the 
detection of local adaptation in our study was not clear in all treatments. Since the finding 
of local adaptation of parasites can only be regarded as indirect evidence for coevolution 
between host and parasite, what about  the potential  for  coevolution within  this aquatic 
host‐parasite system?  
Coevolution  cannot  proceed  without  certain  necessary  preconditions.  Finding 
evidence  for  these  preconditions  in
occurrence  of  coevolution.  The  first  precondition  requires  clear  reciprocal  fitness  costs 
between host and parasite. In other words,  the parasite has  to  inflict damage  to  the host 
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and the parasite has to depend on its host for survival and reproduction. Z. planktonicum is 
an obligatory parasite and  it  fully depends on A.  formosa  for survival and  reproduction. 
Epidemics of Z. planktonicum follow the bloom development of the host A. formosa, where 
high host densities permit efficient horizontal transfer of the parasite by zoospores, which 
results  in prevalences of  infection exceeding 90 %. Thus, reciprocal  fitness costs between 
host and parasite are relatively clear within this system (Ibelings et al. 2004, Chapter 3). 
The second precondition  for  the occurrence of coevolution  is  the existence of genetic 
variation  for parasite  infectivity and host resistance on which selection can act. As  in De 
Bru
infection  in Lake Maarsseveen we 
assu
in et al.  (2004, Chapter 4), we  found no clear association between AFLP markers and 
the  host  traits  resistance  and  susceptibility.  Information  on  the  genes  involved  in  host 
resistance  and  susceptibility  is  still  lacking. Thus, what we  show here  for  the  two host 
populations  is  that  genetically  different  host  strains  differed  in  their  susceptibility  to 
parasite attack, and that it is still unclear if there is genetic variation for host resistance and 
susceptibility. 
The third precondition for coevolution is the existence of specific host genotype x parasite 
genotype  interactions.  This  means  that  the  degree  of  infectivity  for  a  certain  parasite 
genotype has to depend on the host genotype it encounters, and vice versa, the degree of 
host resistance has to depend on which parasite attempts to infect the host. No universally 
infective  parasites  or  universally  resistant  hosts  should  be  present. An  epidemic  of  Z. 
planktonicum on A. formosa in Lake Maarsseveen, with more than 90% of host cells infected, 
gives  the  impression of a universally  infective parasite, able  to  infect all host genotypes. 
However, it was shown here and by De Bruin et al. (2004) that no fungal isolate was able 
to  infect all host  isolates and no host  isolate was equally susceptible  to different parasite 
isolates. Therefore,  to  explain  the more  than  90%  of 
me  there  is a mixture of different parasite  strains present,  together  infecting nearly 
every host in the population.  
Overall, we conclude that there is clear potential for coevolution between A. formosa and Z. 
planktonicum. Evidence for this that we add in this paper is from the local adaptation of the 
parasites from Lake Maarsseveen. 
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Discussion 
The understanding of the evolutionary aspects of host‐parasite relationships, like parasite 
adaptation and the maintenance of genetic variation within host populations, is becoming 
more  important  for  society.  For  instance,  newly  emerging diseases  (i.e.,  SARS)  and  the 
potential of these diseases to overcome species boundaries (host switching), together with 
the  increasing array of multi‐drug resistant bacteria, are examples of how  important  the 
understanding  of  these  aspects  has  become  (for  a  review,  see  Morens  et  al.  2004). 
Furthermore,  a  better  insight  in  the  evolutionary  aspects  of  host‐parasite  relationships 
may  aid  in  the development  of  better  breeding  strategies  in  agriculture  to  assist  in  the 
struggle  against  the  increasing  resistance  of  pest  organisms.  Studying  the  evolutionary 
aspects  of  host‐parasite  relationships,  especially  the  requirements  for  the  occurrence  of 
coevolution between hosts and parasites, can be rather challenging. We set out to obtain a 
better insight in the evolutionary ecology of host and parasites in general and in particular 
on the evolutionary aspects of an aquatic host‐parasite relationship between a freshwater 
diatom and its fungal parasite.  
My  fascination  for  the evolutionary aspects of  the host‐parasite relationship between 
the freshwater diatom A. formosa and its host‐specific fungal parasite Z. planktonicum arose 
when we analysed nearly a decade of data on the population dynamics between the two 
antagonists, collected by Ellen van Donk and Kees Bruning  (Ibelings et al. 2004, Chapter 
3). The parasite Z. planktonicum  is a highly  infective parasite with bi‐yearly epidemics,  in 
which over 90% of the host population becomes  infected during  its spring blooms. Since 
sexual  reproduction has only been described  for  the parasite Z. planktonicum, one of  the 
possible  escape  mechanisms  against  parasite  pressure  ‐  recombination  via  sexual 
reproduction ‐ as described by the Red Queen hypothesis (Bell 1982) seems to be absent in 
the  host  A.  formosa.  Still,  A.  formosa  populations  reoccur  every  winter  in  Lakes 
Maarsseveen  and Vinkeveen,  building  up  large  blooms  during  early  spring, which  are 
often terminated by the fungal parasite.  
It  can  be  concluded  from  previous  studies  (Bruning  1991a‐d,  1992),  in  combination 
with  (Ibelings  et  al.  2004,  Chapter  3)  that  the  first  precondition  for  the  occurrence  of 
coevolution  is  quite  clear:  there  are  reciprocal  fitness  costs  between  A.  formosa  and  Z. 
planktonicum. Z.  planktonicum  is  an  obligatory  parasite  (fully  depends  on A.  formosa  for 
survival  and  reproduction)  and  has  a  large  impact  on  A.  formosa  host  populations. 
Epidemics of Z. planktonicum follow the bloom development of the host A. formosa, where 
high host densities permits efficient horizontal transfer of the parasite by zoospores.  
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The section  ‘Tactics of the host’ of this thesis contains Chapter 4 and Chapter 5,  in which 
at A.  formosa populations are genetically highly diverse, 
and
f     f
if  the A.  formosa populations  in both  the Azores 
and
dies, 
where more parasite  isolates were  tested  (i.e., Carius  et al.  2001, with 9 parasite  strains 
tested).   
we  looked  for  evidence  for  the  second  precondition  for  coevolution:  the  existence  of 
genetic variation in host resistance and parasite infectivity, on which selection can act. We 
tackled  the  following  questions  regarding  this  second precondition:  (1)  is  there  genetic 
variation for resistance within host populations?, and (2) is this genetic variation the result 
of recombination through sexual reproduction?  
In  Chapter  4,  we  showed  that  genetically  different  A.  formosa  isolates  varied  in 
susceptibility  to  a  number  of  parasite  isolates, with  several  ‐  genetically  distinct  ‐  host 
isolates showing resistance. In addition, different Z. planktonicum parasite isolates differed 
in their infectivity on a single host isolate. However, information on the genes involved in 
host  resistance and  susceptibility  is  still  lacking. We  found no clear association between 
molecular AFLP markers and  the  traits host  resistance and  susceptibility. Therefore,  the 
variation  found within  A.  formosa  populations  for  host  resistance  and  susceptibility  is 
genotypic, rather than genetic.  
In Chapter 5, we  showed  th
 that this variation is likely to originate and be maintained by recombination via sexual 
reproduction.  It  is  tempting  to  speculate  that  this high genetic diversity  is  linked  to  the 
ferocity  of  the  parasite  attack  on  the  host  population  in  Lakes  Maarsseveen  and 
Vinkeveen. Studies by Lively  (2004) on snails and  trematode worms showed  that sexual 
reproduction was  the dominant mode  of  reproduction  among  the  snails when parasite 
pressure was  high. However, we  have  no  data  on  the  genetic  diversity within  an  A. 
formosa  population  from  a  comparable  lake without  epidemics,  thus we  lack  a  proper 
control.    Soudek  &  Robinson  (1983)  ound  no allozyme  variation  within A.  ormosa 
populations, and analyses of AFLP markers, obtained from A. formosa isolates originating 
from  a  population  in  the  Azores  isolated  in  2004,  showed  lower  levels  of  character 
incompatibility  than  the  populations  of  Lakes Maarsseveen  and  Vinkeveen  (De  Bruin, 
unpublished).  It  is unknown, however, 
  the studies of Soudek & Robinson  (1983) were under  frequent and severe attack by 
parasites. 
Support for the third precondition for coevolution: the existence of specific host genotype 
x parasite genotype interactions can be found in Chapter 4 and Chapter 7. Here we show 
for  two  host  populations,  that  there  are  no  universally  resistant  host  genotypes.  The 
number of parasite isolates tested (3) is, however, rather limited to be able to conclude that 
there  truly  are  no  universally  infective  parasites.  This  in  comparison  to  other  stu
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In  the  section  ‘Tactics of the parasite’, we  investigated  in  a  temporal  study  –  using  an 
experimental evolution approach  ‐  if parasites are able  to adapt  to new host genotypes. 
Aided  by  its  larger  population  sizes  and  shorter  life  cycle  compared  to  its  host,  we 
assumed that mutation and selection within the Z. planktonicum populations would lead to 
the emergence of better‐adapted parasite strains. These parasites should be able to spread 
faster in their host population (increased transmission) compared to their ancestors.  
 
 for a coevolutionary arms race between A. formosa 
and
ely  fast  adaptation  of  the  parasite Z.  planktonicum  in  relation  to  host  genetic 
In  Chapter  6  we  showed  that  the  parasite  Z.  planktonicum  adapted  quickly  to  a 
genotypically  uniform  A.  formosa  host  population,  and was  hindered  in  its  adaptation 
when confronted with a genotypically diverse host population. Finally, in a spatial study, 
we  investigated  if parasites are adapted to their  local host populations. In Chapter 7, we 
showed  in a reciprocal  transplant experiment  that parasites had a higher  fitness on  their 
local host population compared to a novel host population, for at least two out of the three 
parasite strains tested.  
In my studies, I looked for support
 Z.  planktonicum. The  results on  the  requirements  for  the occurrence of  coevolution, 
between host and parasite within this system, and (local) adaptation studies show that the 
possibility for coevolution to occur is quite likely, possibly resulting in reciprocal adaptive 
genetic  changes  in  both  A.  formosa  and  Z.  planktonicum  (but  these  underlying  genetic 
changes remain to be studied). 
My work, hopefully, contributes to a better understanding of some of the evolutionary 
aspects of host‐parasite relationships in general, like the maintenance of genetic diversity 
in  host  populations  in  relation  to  parasite  adaptation,  and  the  requirements  for  host‐
parasite  coevolution.  I  am  convinced  that  the  naturally  occurring  host‐parasite  system 
between A. formosa and Z. planktonicum, has good potential to become an additional model 
system that may provide a better understanding of these evolutionary aspects. The  large 
population sizes of both host and parasite, and the ability to experimentally control their 
life  cycles  (by  adjusting  environmental  conditions, which  affect  epidemiology)  are  the 
main advantages of this system when compared to some other models systems. Especially 
the  relativ
diversity  in  Chapter  6  shows  that  eukaryotic  parasites,  in  comparison  to  viruses  and 
prokaryotic pathogenic bacteria, are also able to adapt quickly to a new host environment. 
My  studies  have  shown  that  genotypic  diversity  (for  traits  like  resistance  and 
susceptibility) within host populations  are very  important  in  reducing  the  capability  of 
parasites  to adapt quickly  to a new host population, which may  find  its application,  for 
instance, in agriculture.  
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Future prospects 
The focus of upcoming studies would be to demonstrate parasite driven microevolution of 
the host, i.e., to show that parasite pressure selects for resistant host genotypes in the field, 
which are  less susceptible  to parasite attack. The  final stages of an A.  formosa bloom are 
possibly less susceptible to infection than the early stages since the more susceptible host 
genotypes  have  been  weeded  out  by  the  parasite.  Consequently,  there  would  be  a 
uninfective under dark and  cold  conditions on  the  sediment. To 
foll
ite isolates, obtained from the same period (De Bruin et al. 
200
in  a
r particular genotypes. 
relatively large contribution of resistant hosts to the population of A. formosa cells that sink 
to  the  sediment after  the onset of  lake  stratification. Assuming  that  the  inoculum of  the 
next A.  formosa bloom originates from (the upper layers of) sediment, the parasite would 
be forced to overcome the initial resistance of the host in order to become epidemic again.  
Interestingly,  on  the  sediment parasitism  of  the  host  cannot  continue.  If  the  results 
obtained  by  Bruning  (1991a‐d)  are  representative  for A.  formosa  and Z.  planktonicum  in 
general,  the parasite  is 
ow  the  change  in  genotype  frequencies within  host  populations,  large  numbers  of 
isolates  of both host  and parasite have  to be  obtained. Our  aim  is  to  isolate  individual 
colonies of A.  formosa at different time points before, during, and after an epidemic of Z. 
planktonicum. These  isolates  can  be  genotyped with  the use  of  allozyme  electrophoresis 
(Hebert & Beaton  1998),  and AFLP  analyses  (Vos  et  al.  1995).  Susceptibility  to parasite 
attack can be tested using paras
4,  Chapter  4).  To  test  whether  relatively  resistant  host  strains  remain  present 
during/after an epidemic, it may be possible to demonstrate that hosts infected in the field 
are  indeed more susceptible  than uninfected hosts. To  test  this  infected hosts need  to be 
isolated and cured by using a fungicide, like Amphotericin B, Azoles or Benomyl. Cured 
hosts could be tested against uninfected hosts in standard infection assays, using different 
fungal strains.  
An  advantage  of  the A.  formosa  ‐  Z.  planktonicum  system  is  the  extreme  prevalence  of 
infection (>90%) during epidemics in the field. Within other host‐parasite systems, where 
the prevalence of infection is commonly much less – there is always the worry “were the 
uninfected hosts  isolated during  the epidemic  really  resistant or  just  lucky?” The use of 
allozyme  electrophoresis will  give more  insight  in  the  change  of  genotype  frequencies 
within the host population during a parasite epidemic, and the addition of AFLP markers 
 more  detailed  study will  hopefully  provide more  insight  on  the  genetic  basis  for 
susceptibility and  resistance. AFLP‐markers associated with  resistance and susceptibility 
can be converted into more conventional (single locus) markers (Brugmans et al. 2003), to 
screen more efficiently fo
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The level of gene flow into A. formosa host populations in the lakes studied in this thesis is 
Bel
 
 phytoplankton populations. Limn. Oceanogr. 37:252‐60. 
not known, and can be very important in the maintenance of genetic variation within host 
populations. Molecular markers  often  used  in  studies  of  gene  flow  are Microsatellites 
(SSRs). However, this type of marker is not yet available for both the host A. formosa and 
the parasite Z.  planktonicum. Recent developments  in molecular biology, however, have 
made  it  technically  less demanding  to obtain  these markers. To assess  the  level of gene 
flow  into A.  formosa  host  populations,  a  large  number  of  isolates  of A.  formosa will  be 
obtained from (closely) neighbouring water bodies, and genotyped using Microsatellites. 
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Deze Nederlandse  samenvatting  is  geschreven  voor  niet‐vakgenoten  en  andere  geïnteresseerden. 
Deze  samenvatting verschilt dan  ook van de Engelse  samenvattende discussie  (hoofdstuk 8), die 
 p ismen zijn niet alle individuen aan elkaar 
elijk.  Individuen  binnen  deze  populaties  die  kenmerken  bezitten  welke  hen  in  staat 
stellen  om  bijvoorbeeld meer  partners  te  krijgen,  efficiënter  voedsel  te  bemachtigen,  of 
beter  aan  vijanden  ontsnappen,  zullen meer  nakomelingen  krijgen  dan  individuen  die 
deze kenmerken niet bezitten. Wanneer deze kenmerken een erfelijke basis hebben, zal in 
een populatie het aantal individuen met die kenmerken toenemen in de tijd. Dit noemen 
we  evolutie  (verandering)  als  gevolg  van  natuurlijke  selectie  (de  gunstige  kenmerken 
worden  geselecteerd). Wanneer  populaties  van  verschillende  soorten  nauw met  elkaar 
samenleven, bijvoorbeeld gastheren en parasieten, kan het gevolg zijn dat beide soorten 
een selectiedruk op elkaar uitoefenen en op elkaar aangepast raken. Dit proces wordt ook 
wel co‐evolutie genoemd en kan als volgt worden omschreven: 
 
Evolutionaire verandering van  individuen  in één populatie  (bijvoorbeeld parasieten)  in reactie op 
een  kenmerk  van  individuen  in  een  andere  populatie  (bijvoorbeeld  gastheren),  gevolgd  door  een 
evolutionaire verandering in deze populatie als reactie op de verandering in de eerste populatie.  
 
Het  gaat  hierbij  om  het  proces  van  wederzijdse  verandering  in  populaties  van  beide 
soorten.  
 
In  dit  proefschrift  zullen  we  het  voornamelijk  hebben  over  3  voorwaarden  waaraan 
voldaan  dient  te worden wil  co‐evolutie  tussen  gastheren  en  parasieten  plaats  kunnen 
vinden.  De  eerste  voorwaarde  is  het  aanwezig  zijn  van  een  wederzijdse  selectiedruk 
tussen gastheer en parasiet. Dit betekent dat de parasiet een selectiedruk uitoefent op de 
gastheer  (bijvoorbeeld  een  hoge mate  van  infectie)  en  dat  de  gastheer  een  selectiedruk 
uitoefent op de parasiet. Dit laatste is per definitie het geval omdat de meeste parasieten 
voor reproductie en overleving afhankelijk zijn van de aanwezigheid van de gastheer.  
De tweede voorwaarde voor co‐evolutie is dat er genetische variatie moet bestaan binnen 
de  gastheerpopulatie  voor  de  eigenschap  resistentie  en  binnen  de  parasietenpopulatie 
voor de  eigenschap  infectiviteit  (de mate van  infectie), waar natuurlijke  selectie op kan 
aangrijpen. Dit betekent dat  er binnen de gastheerpopulatie  individuen moeten zijn die 
meer gericht is op vakgenoten.  
 
In opulaties van planten, dieren of micro‐organ
g
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verschillen  in  gevoeligheid  voor  een  enkele  parasiete
parasietenstammen  binnen  een  parasietenpopulatie  een
nstam  en  dat  de  verschillende 
  verschillende mate  van  infectie 
ietenstammen. Dit betekent dat een enkele parasietenstam in 
taat  moet  zijn  om  slechts  een  gedeelte  van  de  aanwezige  gastheerstammen  in  de 
rdt aan de 3 voorwaarden 
oor  co‐evolutie,  is  het  onderzoeken  of  parasieten  lokaal  geadapteerd  zijn  een  andere 
e afgelopen 4  jaar heb  ik onderzoek gedaan naar verschillende  evolutionaire aspecten 
  een parasitaire  schimmel, Zygorhizidium planktonicum. Met behulp van DNA‐
chnieken en  infectieproeven heb  ik onderzocht of binnen dit gastheer‐parasiet systeem 
moeten vertonen op een enkele gastheerstam.  
De  derde  voorwaarde  voor  co‐evolutie  is  de  aanwezigheid  van  interacties  tussen 
specifieke gastheer‐ en paras
s
gastheerpopulatie te infecteren en dat een enkele gastheerstam gevoelig is voor slechts een 
deel  van  de  aanwezige  parasietenstammen  binnen  een  parasietenpopulatie.  Er mogen 
geen superieure gastheerstammen  (resistent  tegen alle parasietenstammen) of superieure 
parasietenstammen (infectief op alle gastheerstammen) voorkomen. 
Het voldoen aan deze 3 voorwaarden voor het ontstaan van co‐evolutie maakt de weg 
vrij  voor  wederzijdse  aanpassingen  van  zowel  gastheer  en  parasiet,  ook  wel  een 
wapenwedloop genoemd. Een wapenwedloop  tussen gastheren en parasieten kan er  toe 
leiden  dat  parasieten  beter  presteren  (een  hogere  fitness  hebben)  en  bijvoorbeeld meer 
nakomelingen  kunnen  produceren  op  gastheren  die  ze  het  meest  tegenkomen, 
bijvoorbeeld in hun directe omgeving. Dit noemen we ook wel lokale adaptatie. Naast het 
onderzoeken of binnen een gastheer‐parasietrelatie voldaan wo
v
manier om  (indirect) bewijs  te vergaren voor een mogelijke co‐evolutie  tussen gastheren 
en parasieten.  
 
D
van  een  aquatische  gastheer‐parasietrelatie  tussen  de  kiezelalg/diatomee  Asterionella 
formosa  en
te
voldaan werd aan de 3 voorwaarden voor co‐evolutie. Daarnaast werd onderzocht of de 
parasiet  Z.  planktonicum  het  vermogen  heeft  zich  aan  te  passen  aan  nieuwe 
gastheerstammen en zo ja, of de snelheid van deze aanpassing afhangt van de genetische 
samenstelling  van  de  gastheerpopulatie.  Vervolgens werd  gekeken  of  verschillende  Z. 
planktonicum  stammen  lokaal zijn aangepast, d.w.z. of deze  stammen  een hogere  fitness 
hebben op gastheren uit hun eigen gastheerpopulatie dan gastheren die afkomstig zijn van 
andere populaties. 
Wat  ons  zo  fascineerde  aan  deze  gastheer‐parasietrelatie was  de  enorme  gevoeligheid 
voor infectie binnen gastheerpopulaties van A. formosa in het veld. Zo op het eerste gezicht 
lijkt het dat A. formosa kansloos is in het zich verdedigen tegen de parasiet Z. planktonicum. 
In  steeds  terugkerende  epidemieën  in de Maarsseveense plassen wordt  vaak meer dan 
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90% van de populatie geïnfecteerd (zie Hoofdstuk 3). Van parasieten wordt verondersteld 
dat ze zich sneller kunnen aanpassen (evolueren) dan hun gastheren, vanwege hun over 
het algemeen grotere populaties en kortere levenscycli.  
uwe gastheertypen te 
kun
 
d
ek  gedaan  moet  worden.  We  kunnen  concluderen  dat  aan  de  eerste 
oorwaarde voor  co‐evolutie, de wederzijdse  selectiedruk  tussen gastheer  en parasiet  is 
e a
heid binnen de gastheerpopulatie  en binnen de parasietenpopulatie 
Eén  van  de  belangrijkste  theorieën  die  vaak  wordt  toegepast  op  gastheer‐
parasietrelaties,  de  ‘Red  Queen’  hypothese,  veronderstelt  dat  gastheren  seksuele 
reproductie  ontwikkelen  (recombinatie)  om  het  infecterende  parasieten  zo  moeilijk 
mogelijk  te maken. Recombinatie  (via seksuele reproductie)  levert genetische variatie op 
binnen gastheerpopulaties voor eigenschappen zoals resistentie en gevoeligheid. Hierdoor 
worden  de  over  het  algemeen  aseksueel  voortplantende  parasieten  regelmatig 
geconfronteerd met (genetisch) nieuwe gastheertypen. Om deze nie
nen infecteren moeten de parasieten zich dus hierop aanpassen.  
De  levenscyclus van de parasiet Z. planktonicum wordt gekenmerkt door aseksuele cycli, 
afgewisseld met  seksuele  cycli. De  kenmerken  van  deze  seksuele  cycli  zijn  regelmatig 
terug  te vinden  in het veld,  terwijl van de gastheer A.  formosa alleen de aseksuele cyclus 
bekend  is. Het  lijkt er dus op dat binnen  it gastheer‐parasietsysteem de parasiet  in het 
voordeel is in plaats van de gastheer. 
In Hoofdstuk 3 van dit proefschrift zijn de voorwaarden voor de mogelijke co‐evolutie 
tussen A. formosa en Z. planktonicum op een rijtje gezet. In dit hoofdstuk wordt beschreven 
in  hoeverre  dit  gastheer‐parasietsysteem  al  voldoet  aan  deze  voorwaarden  en waaraan 
nader  onderzo
v
voldaan. De parasiet Z. planktonicum  is een obligate parasiet  (kan niet overleven zonder 
zijn  gastheer)  en  voert  een  zware  selectiedruk  uit  op  de  gastheerpopulatie, met  steeds 
terugkerende zware epidemieën, waarbij meer dan 90% van de gastheerpopulatie wordt 
geïnfecteerd. Verder  leidt  iedere  infectie  tot de dood van de gastheer. De gastheer voert 
een  selectiedruk  uit  op  de  parasiet  doordat  de  parasiet  volledig  afhankelijk  is  van  de 
gastheer  voor  reproductie  n  overleving. D arnaast  blijkt  uit Hoofdstuk  4  en  5  dat  de 
gastheerpopulaties genetisch zeer divers zijn. Hierdoor voert de gastheer een selectiedruk 
uit op de parasiet, waardoor de parasiet zich steeds opnieuw moet aanpassen aan nieuwe 
gastheerstammen.  
De tweede voorwaarde voor co‐evolutie, de aanwezigheid van genetische variatie voor de 
eigenschap gevoelig
voor de eigenschap infectiviteit, is beschreven in Hoofdstuk 4. In mijn onderzoek heb ik, 
naast  infectieproeven  met  verschillende  gastheer‐  en  parasietenstammen,  drie 
verschillende  moleculaire  technieken  toegepast  (RAPD,  AFLP  en  Allozymen)  om  te 
achterhalen  of  er  genetische  variatie  aanwezig  is  binnen  de  gastheerpopulatie  van  A. 
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formosa  voor  de  eigenschappen  gevoeligheid  en  resistentie.  In  Hoofdstuk  4  wezen 
infectieproeven  en  genetische  analyses  uit  dat  een  A.  formosa  populatie  genetisch  zeer 
divers kan zijn en dat genetisch verschillende A. formosa stammen een verschillende mate 
van
  v
a  g   e m
ie (verschillen tussen 
stammen. Echter, het aantal parasietenstammen dat 
get
.  Daarnaast  missen  we  eveneens  een  goede  controle,  bijvoorbeeld 
s i h
  gevoeligheid  vertonen  voor  de  parasiet.  Sommige  van  de  gastheerstammen  zijn 
genetisch wel  verschillend maar  vertoonden  dezelfde mate  van  gevoeligheid  oor  een 
enkele  parasietenstam.  Echter,  over  de  genen  die  betrokken  zijn  bij  resistentie  en 
gevoeligheid voor parasitisme is nog niets bekend.  
De gebruikte moleculaire  technieken hebben een globaal  inzicht gegeven  in hoeverre 
A. formos  stammen enetisch verschillen; er zijn in deze analyses  chter geen  oleculaire 
merkers (bandjes op een gel) gevonden die een direct verband aantonen met gevoeligheid 
of resistentie. We kunnen dus concluderen dat er genotypische variat
individuen)  binnen  gastheerpopulaties  bestaat  voor  de  eigenschappen  gevoeligheid  en 
resistentie, maar nog niet direct genetische variatie (verschillen tussen de genen). 
De parasietenstammen vertoonden een hoge variatie in de mate van infectiviteit op de 
verschillende individuen binnen een gastheerpopulatie, variërend van een zeer gevoelige 
respons tot resistentie van de gastheer
est  is en het gebrek aan genetische  informatie van de parasieten zijn  te gering om  te 
kunnen  concluderen  of  er  genetische  variatie  binnen  de parasietenpopulatie  is  voor  de 
eigenschap  infectiviteit. Hiervoor  dienen meer  parasietenstammen  te worden  getest  op 
infectiviteit en moeten er genetische analyses worden verricht aan deze stammen.  
Genetische  informatie  binnen  gastheerpopulaties  kan  ook  inzicht  geven  in  het  type 
reproductie  (seksueel  of  aseksueel)  binnen  deze  populaties,  wat  is  beschreven  in 
Hoofdstuk  5.  In  dit  hoofdstuk  is  beschreven  hoe  de  genotypische  variatie  binnen 
gastheerpopulaties van A. formosa verklaard kan worden door recombinatie, aan de hand 
van  twee  typen moleculaire  technieken  (AFLP  en  allozymen). Genetische  analyses  van 
gastheerpopulaties uit de Maarsseveense en Vinkeveense plassen, die regelmatig te maken 
hebben met zware Z. planktonicum epidemieën, wezen uit dat het behouden van een hoge 
genetische diversiteit binnen gastheerpopulaties via  recombinatie  (seksuele  reproductie) 
tot de mogelijkheden behoort. De  frequentie van recombinatie binnen deze populaties  is 
echter  niet  bekend
genetische informatie van een A. formosa populatie die niet onderhevig is aan regelmatige 
epidemieën van Z. planktonicum. 
De derde voorwaarde voor co‐evolutie  tussen gastheer en parasiet, de aanwezigheid 
van  interacties  tussen  pecif eke  gastheer‐  en  parasietenstammen,  is  onderzoc t  in 
Hoofdstuk 4 en deels Hoofdstuk 7. We concluderen dat de parasietenstammen slechts in 
staat  zijn  een  gedeelte  van  de  aanwezige  gastheerstammen  in  een  gastheerpopulatie  te 
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infecteren en dat een enkele gastheerstam gevoelig is voor slechts een deel van de geteste 
parasietenstammen.  Om  te  kunnen  concluderen  of  er  inderdaad  specifieke  interacties 
tussen  de  verschillende  gastheer‐  en  parasietentypen  zijn,  dienen  er  meer 
parasietenstammen getest te worden.  
Het  gevolg  van  co‐evolutie  tussen  gastheren  en  parasieten  is  dat  beiden  op  elkaar 
aangepast  raken.  In  Hoofdstuk  6  is  gekeken  of  een  enkele  parasietenstam  zich  kan 
aanpassen aan een nieuwe gastheeromgeving. Ik heb onderzocht of genotypische variatie 
voo
  diverse 
gas
plassen 
is n
rijke eigenschappen binnen deze gastheerpopulaties heel 
goe
r  de  eigenschappen  gevoeligheid  en  resistentie  binnen  gastheerpopulaties  het 
aanpassingsvermogen (fitness) van de parasiet beïnvloed.  
We  concluderen dat genotypische variatie binnen gastheerpopulaties  een negatief  effect 
heeft op het aanpassingsvermogen van de parasiet. De parasiet Z. planktonicum is in staat 
zijn fitness op een gastheerpopulatie bestaande uit één gastheertype binnen 100 generaties 
significant  te  verhogen.  De  fitness  nam  niet  significant  toe  op  een  genetisch
theerpopulatie,  bestaande  uit  tien  genetisch  verschillende  gastheertypen.  De  Red 
Queen hypothese veronderstelt dat parasieten zich aanpassen aan de meest voorkomende 
gastheertypen. Dit  aanpassingsvermogen  zou  er  toe moeten  leiden dat parasieten  beter 
zijn aangepast aan gastheer  individuen uit de  lokale populatie dan gastheren afkomstig 
van andere populaties. Dit is onderzocht in Hoofdstuk 7, waarbij we concluderen dat de 
parasieten afkomstig uit de populatie van de Maarsseveense plassen aangepast zijn aan de 
lokale gastheerpopulatie. Echter, de parasietenstam afkomstig van de Vinkeveense 
iet aangepast aan de lokale gastheerpopulatie.  
Enkele mogelijke redenen hiervoor zouden kunnen zijn dat (1) de migratieverschillen 
tussen gastheren en parasieten hier aan ten grondslag liggen en (2) de gevonden variatie 
in AFLP markers binnen populaties groter  is dan  tussen populaties. Aan deze aspecten 
moet echter verder onderzoek verricht worden. 
De  in  dit  proefschrift  gepresenteerde  resultaten  met  betrekking  tot  een  mogelijke  co‐
evolutie tussen A. formosa en Z. planktonicum wijzen op een verschil in selectiedruk tussen 
de  gastheer  en  de  parasiet.  De  selectiedruk  die  de  parasiet  uitoefent  op  de 
gastheerpopulatie lijkt sterker te zijn dan andersom. Z. planktonicum lijkt in het voordeel te 
zijn met  steeds  terugkerende  epidemieën  en  hoge mate  van  infectie,  ondanks  de  hoge 
genetische diversiteit van de gastheerpopulaties. We hebben echter ook aangetoond dat de 
genotypische variatie voor belang
d via recombinatie in stand gehouden zouden kunnen worden. Aan voorwaarden 2 & 
3  voor  co‐evolutie  tussen  A.  formosa  en  Z.  planktonicum  moet  nog  verder  onderzoek 
verricht worden. Aan  de  eerste  en  (deels)  tweede  voorwaarde  voor  co‐evolutie  tussen 
gastheer en parasiet lijkt te zijn voldaan. Vooral de derde voorwaarde, het aanwezig zijn 
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van  interacties  tussen  specifieke  gastheer‐  en  parasietenstammen,  verdient  verdere 
aandacht.  De  hoge  diversiteit  binnen  gastheerpopulaties,  samen  met  het  snelle 
aanpassingsvermogen van Z. planktonicum  e  het  feit dat de parasie n  stammen  it de 
populatie  van  de  Maarsseveense
n te u
  plassen  aangepast  blijken  aan  de  lokale 
gas
  de  parasitaire  schimmel  Z. 
men een gastheer‐parasietrelatie nodig 
die
 formosa en Z. planktonicum veel potentie 
 
theerpopulatie, tonen echter aan dat een wapenwedloop zeer goed mogelijk is. 
 
Met dit proefschrift hoop ik bij te dragen aan het verkrijgen van een beter inzicht in enkele 
evolutionaire aspecten van gastheer‐parasietrelaties in het algemeen en in het bijzonder in 
de  relatie  tussen  de  zoetwater  diatomee  A.  formosa  en
planktonicum.  Het  begrijpen  van  deze  evolutionaire  aspecten,  zoals  het  snelle 
aanpassingsvermogen  van  parasieten  aan  een  nieuwe  gastheer  en  het  ontstaan  en 
onderhouden  van  genetische  diversiteit  binnen  gastheerpopulaties  via  recombinatie  als 
ontsnappingsmechanisme aan dit snelle aanpassingsvermogen, wordt steeds belangrijker 
voor de maatschappij. De problemen binnen de tuin‐ en  landbouw met het ontstaan van 
resistente stammen van verschillende ziekten en plagen en de toenemende resistentie van 
ziekteverwerkers voor antibiotica in de geneeskunde, zijn hiervan enkele voorbeelden.  
Dat  het  aanpassingsvermogen  van  parasieten  afhankelijk  is  van  de  genetische 
samenstelling  van  gastheerpopulaties wordt  vaak  verondersteld. De meeste  natuurlijke 
gastheer‐parasietrelaties  lenen  zich  echter  niet  voor  langdurige  experimenten  (met 
gastheer‐virus  interacties  als  enige  uitzondering),  waarbij  wederzijdse  aanpassingen 
gevolgd kunnen worden in de tijd. Hiervoor heeft 
 zich kenmerkt door korte  levenscycli  (van zowel gastheer als parasiet) en zeer grote 
populaties  (hoge kans voor het ontstaan van voordelige mutaties), zodat de wederzijdse 
aanpassingen  in  beide  populaties  gevolgd  kunnen  worden.  Ik  hoop  dat  ik  in  dit 
proefschrift heb laten zien dat de relatie tussen A.
heeft  om  als modelsysteem  te  fungeren  in  studies  naar  de  evolutionaire  aspecten  van 
gastheer‐parasietrelaties. 
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Een  proefschrift  schrijf  je meestal  niet  in  je  eentje.  Zo  is  ook  dit  proefschrift  tot  stand 
gekomen met behulp  an een heleboel mensen die allen zow l  in wetenschappelijke als 
niet‐wetenschappelijke  zin  belangrijke  bijgedragen  hebben  geleverd.  Alleree
v   e
rst  wil 
eginnen bij mijn beide begeleiders, mijn promotor Ellen van Donk en mijn co‐promotor 
m d e
de 
wer
g  bedanken  voor  je  enthousiasme  en  gedegen  bijdrage  in  het 
moleculaire werk. Zonder  jou ‘Deutsche Gründlichkeit’ en kritische blik m.b.t. het scoren 
van bandjes  in RAPD en Allozym analyses zouden hoofdstuk vier en vijf nooit tot stand 
zijn gekomen.  
In het tweede  jaar van mijn aanstelling als promovendus werd onze groep versterkt met 
de komst van een Japanse postdoc, Maiko Kagami. Dear Maiko, I would like to thank you 
for  your  efforts  in  correcting  my  manuscripts,  and  useful  discussions  on  our  mutual 
interests  in  our  host‐parasite  system.  You  proved  to  be  invaluable  as  well  in  the 
development  of  protocols  for  the  counting  of  zoospores  in  our  experiments.
b
Bas Ibelings. 
Ellen,  jouw  eerdere  ervaringen  met  ons  gastheer‐parasiet  systeem  heeft  je  goed  doen 
inzien  dat  het  werken  hiermee  erg  tijdrovend  kan  zijn.  Hierdoor  kreeg  ik  bij  mijn 
aanstelling  (en  tot  ijn  grote  verbazing)  e  beschikking  over  twe   analisten  en  een 
postdoc als dagelijkse begeleider. Wat een enorm luxe uitgangspositie voor een OIO, heel 
erg bedankt hiervoor. Verder bleef  je graag  constant op de hoogte van de voortgang  in 
mijn werk en ben ik je dankbaar voor de snelheid en daadkracht in je dagelijkse optreden, 
waarmee  je  enorm waardevol bent gebleken  in o.a. het aanboren van nieuwe  contacten 
voor ons onderzoek.  
Bas,  mijn  dagelijkse  begeleider,  trekker  van  het  gastheer‐parasietenwerk  binnen 
kgroep  Foodweb  Studies  en mijn  algemene  vraagbaak.  Ik wil  je  bedanken  voor  je 
enorme  inzet  in de dagelijkse begeleiding gedurende de afgelopen 4  jaar.  Ik heb enorm 
veel van  je geleerd gedurende onze vele discussies m.b.t. het werk en zag al snel  in dat 
(zeer) vroeg  in de ochtend beginnen zo zijn voordelen heeft.  Jouw kritische blik op mijn 
onderzoek  en  de  correcties  in  mijn  manuscripten  hebben  enorm  bijgedragen  aan  de 
kwaliteit van dit proefschrift.  
Machteld, jou wil ik bedanken voor de niet aflatende inzet bij het isoleren van de gastheer 
en parasietenstammen en het verbeteren van de kweekmethoden. In een prima werksfeer 
hadden we zeer regelmatig overleg en jouw enorme werkervaring en praktische instelling 
hebben zeer veel bijgedragen in de opzet en uitvoering van menig experiment.  
Michaela,  ik wil  jou  graa
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Two to three months after 
Fungus already.  I can’t st
your arrival, we started to call each other (jokingly) Mr. and Ms. 
op smiling  thinking about  the  times you  repeatedly asked me, 
  Postema.  Guus,  jij  hebt  me  geleerd  hoe  je  slim  maar  vooral  correct 
  en  leuke  groep  OIO’s  binnen  de  werkgroep  Foodweb  Studies. 
een  hardwerkende  onderzoekster  met  een  niet  aflatend 
 mij 
sterweekenden een zeer welkome afwisseling van het soms wat hectische 
   
 
while  we  were  in  the  phytoplankton  laboratory,  how  our  ‘babies’  were  progressing, 
referring  to  the number of zoospores  in our cultures. Our projects diverged a bit during 
the last year, however, we retained our mutual interests in our host‐parasite system. 
Inmiddels vervroegd uitgetreden, maar zeker niet onbelangrijk gebleken de afgelopen vier 
jaar,  is  Guus
bestellingen moet plaatsen. Verder heb ik veel van je geleerd over de manier van werken 
(lees  politiek  bedrijven)  binnen  het Centrum  voor  Limnologie  en  algemeen  binnen  het 
NIOO,  bedankt  hiervoor. Nico,  jou wil  ik  bedanken  voor  je  inzet  in  het  aan  de  praat 
houden  van  de  kweekkasten waar  ik mijn  experimenten  in  uitvoerde  en  gastheer‐  en 
parasietenstammen  kweekte.  Voornamelijk  de  kweekkasten  in  de  incubatorenruimte 
sloegen in de zomer nogal eens ‘op hol’ vanwege een verhoogde warmteontwikkeling en 
jouw adequate optreden heeft menige gastheer en parasietenkweek gered. Verder hadden 
we  een  erg  gezellige
Anthony,  waarmee  ik  regelmatig  de  ‘catacomben’  van  het  Centrum  voor  Limnologie 
afstruinde op zoek naar bruikbare spullen voor ons onderzoek; Miguel, die me nog steeds 
niet heeft overtuigd dat driehoeksmosselen (sorry, zebramosselen) dé oplossing zijn voor 
elk probleem; Gabi, de collega met de mooiste en langste rode haren die ik ooit heb gezien 
en tevens mede‐skeeleraar, para‐nimf en algemene vraagbaak; Irene, organisator van veel 
sportieve activiteiten naast het werk (zoals karten en de poldersurvival tijdens het NIOO‐
uitje);  en  als  laatste  Babette, 
enthousiasme voor strategisch onderzoek.  
Naast alle mensen op het werk, heb ik ook veel te danken aan anderen, zoals vrienden en 
familie. Vooral in het relativeren van mijn, misschien wat obsessieve, drang tot onderzoek 
doen hebben een aantal mensen flink bijgedragen. Allereerst mijn ouders, jullie hebben
altijd  gestimuleerd  nieuwe  dingen  te  proberen  en  niet  bang  te  zijn  risico’s  te  nemen. 
Daarnaast mijn  goede  vrienden  van mijn Middelbare  Laboratorium Opleiding  (MLO): 
Suzanne, Marleen, Matthijs, Roos  en Arjen. De afgelopen 4  jaar waren de kampeertrips 
gedurende pink
pipetteerwerk. We houden gelukkig nog  steeds contact. Verder wil  ik graag mijn goede 
vriend  Johan  van  Nes  bedanken.  Johan,  onze maandelijkse  etentjes waarbij we,  naast 
andere zaken, veelal de voortgang  in ons werk bespraken zijn voor mij zeer waardevol 
geweest. Ik hoop dat we dit nog vele  jaren kunnen voortzetten. Als  laatste, en misschien 
het meest belangrijkste, wil ik mijn vriendin Sandra bedanken.  
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Lieve Sandra, het is waarschijnlijk niet altijd gemakkelijk om samen te leven met iemand 
die  zijn  werk  erg  belangrijk  vindt  en  vaak  veel  dingen  daarvoor  opzij  zet 
(en  uitstelt).  De  soms  lange  werkdagen  en  weekenden  op  het  laboratorium  hebben 
gelukkig geen negatieve effecten gehad op onze relatie, je bent mijn steun en toeverlaat en 
ik hoop dat je dit nog lang zult blijven.  
Ik heb de afgelopen 4 jaar een fantastische tijd gehad op het Centrum voor Limnologie. Dit 
komt  hoofdzakelijk  door  goed  lopend  onderzoek  en  een  goede  begeleiding.  De 
uitstekende  sfeer binnen het  instituut heeft  echter  ook  flink bijgedragen. Allen bedankt 
hiervoor, ik kijk er met veel plezier op terug. 
 
Arnout, 1 juli 2005 
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 Curriculum vitae 
 
I was born on the 4th of October 1972, in Delft, The Netherlands. After two years, I moved 
with my  family  to Pijnacker, nearby Delft, where  I grew up.  I completed my  secondary 
education  (M.A.V.O.)  in Voorburg  in 1989.  I was  trained as a  research  technician at  the 
Reyneveldt College in Delft, and specialised during a 9‐month internship at the University 
of Leiden in plant‐herbivore interactions. I graduated in 1994, and continued my training 
as a research technician at the HR&O in Rotterdam. I moved to Leiden University in 1995 
to  study  Biology, where  I  specialised  in  ecology  and  evolutionary  biology. Within  the 
working group Theoretical Biology and Phylogeny reconstruction, I mainly focused on the 
phylogenetic  relationships  between  species within  the  terrestrial  snail  genus  Albinaria, 
using  molecular  techniques  under  supervision  of  Dr.  Coline  van  Moorssel.  This  was 
followed by a project within the Animal Ecology group on the biological control of the lily 
beetle (Lilioceris  lilii), using parasitic wasps. This project was supervised by Professor Dr. 
Jacques van Alphen, and was  carried out  in  close  collaboration with  the Centre of Bulb 
research in Lisse, The Netherlands.  
After  I graduated  in  1999,  I worked  for  seven months on plant‐pathogenic viruses  at  a 
laboratory for plant‐tissue culture in Roelofarendsveen in the Netherlands.  
I  started  my  current  Ph.D.  project  in  January  2001,  investigating  the  impact  of 
Zygorhizidium  planktonicum  (a  fungal  parasite)  on  populations  of  Asterionella  formosa  (a 
freshwater diatom). This thesis is the product of my studies on this host‐parasite system, 
where I am interested in the evolutionary ecology of both host and parasite.  
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